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RESUME N,~

Se determinaron las condiciones para la mediocidn de la actividad de la =
Glucosa=6=fosfato deshidrogenasa de tejides embrionarios de laf semillas-
seca de maiz,cuantificando el perfil de actividad daaést; enzima duran -
te la germinacién en dos variedades: Tlaxcala VS 22E y Gérmen 860-1373 =
pocl dent.detectandose: an miximo a las 6 horas de germinacién»predomi -
nantemente en eje embriomario (Figurass 9. 10)

Se evalud la actividad de esta enzima en presencia de: fitohormonas y anti-
biéticos,determinégdoseenn incremento bajo la inflaencia de cinetina,AG3 -
'y un decremento en presencia de Cicloheximida,Actinomicina=D y C amaniti -
na (Tabla No. ] Figara No. )l ).

Con respirometria de Warbarg se evalué la actividad in vive de la vfa =
de las pentosas (Relacién Q6/cl) detectéhdose an incremento en esta:. via-
metabSlica a las 6 horas de imbibicidn.(Tablas No. 4,56 ),coinciden=
te con el miximo de actividad de la G6FDH determinada in vitro.

Se analizé la distribacidn de marca radioactiva en carbohidratos solables-
a los tejidos sometides a respirometrfa de warburg;éste andlisis reveld -

una diferencia en la atilizacién y movilizacién de carbohidratos entre

los tejidos embrionarios.
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de lo GGFOU
Se detectd an inhibidor4de%nataraleza protéica en eje embrionario seco -

de Tlaxcala VS 22E qae disminaye darante el proceso de germinacidn.(Fig.a)-
El andlisis del patrén de actividad de la G6FDH durante la formacién y =
madaracién del grane mostr$ una posible relacién entre la susceptibilidad -
a la germinacién prematara y valores altes de esta enzima en eje embrio =
nario ;si como carencia de inhibidor contra la G6FDH,

El andlisis respirométrico y la distribacién de marca radiactiva en car -
bohidratos solublég efectuado en una variedad susceptible a la germinaciéne
prematura (Criollo de Huamantla),parece indicar que una alteracidn en el =
patrén de degradacidn e interconversién de carbohidratos paede ser un in -

dicio de la sensibilidad a este fendmeno.
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INTRODUCCION,

El maiz, el arroz y el trigo son las plantas cultivadas de mayor impoztan-
cia en el mundo. Entre las regiones de mayor produccién de maiz se encuen-
tran la zona conocida como la franja de maiz, que comprende parte de los -
estados de Towa e Illinois que producen el 38% de la cosecha total de los
Estados Unidos de Norteamérica que en total significa mds de la mitad de -
la produccién mandial de este cereal (7 080 millones de bushels). El resto
es producido principalmente en el suroeste de Europa (Rusia, Rumanfa, Yo—
goslavia, Hungria e Italia), China, Brasil, Africa del Sur, Argentina, In-
dia e Indonesia.

En 1978 los Estados Unidos de Norteamérica exportaron 2 000 millones de —-
bushels que representan dos tercios de su produccidn total. Sus rendimien-
tos se han incrementado de 1931 a la fecha en un 600% (Weber, E.J. 1980).
La importancia que‘tiene este caltivo en todos los aspectos de la economia
agricola de nuestr; pais la representan su alto consumo y las grandes exten
siones destinadas a su produccidn (en 1979 se cultivaron 7 043 122 Has, -
SARH), pero los rendimientos obtenidos son relativamente bajos: 1.5 Ton/Ha.
El maiz es una de las plantas caltivadas mds estudiadas en términos agro-
némicos, citolégicos, genéticos y desde el punto de vista de su evolacidn

histérica bajo condiciones de domesticacidén. A pesar de ello, existen con-
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flictos acerca de sau origen, la hipdtesis mids antigua que persiste hasta 1la
fecha sostiene que el maiz primitivo fue seleccionado por el hombre direC—

tamente del teocintle (Zea mexicana) o de un ancestro comdn a ambos.

Mangelsdorf y Reeves postulan que el teocintle es un producto secundario -

del tripsacam (Tripsacam spp) (Galinat, W.C. 1971).

El género Zea fue descrito por Linmeo en 1754 y la especie mays por el mis-
mo autor en 1805. A partir de entonces la literatura reporta 62 especies -
que son sinénimas de Zea mays L.. De estas 62 especies, 52 corrssponden al

nivel caltivado y 10 al;éizéi)silvestre. El(@;ggi silvestre de mafz lo re—
presenta el teocintle annal, descrito inicialmente por Heinrich A. Schrader

como Euchlaena mexicana (Schrad.). Posteriormente Ascherson estudid desde —

el punto de vista morfoldgico al maiz y al teocintle, encontrando que ambas
poblaciones eran muy similares, excepto en las caracterigticas de la mazor—
ca, por lo que concluyd que el maiz provenia del teocintle, sugiriendo que
el género Euchlaena debia- incluirse en el género Zeas Al mismo tiempo pos-—
tuld al 4drea del teocintle (México-Guatemala) como el lugar de orfigen del -

maiz (Miranda, C.S. 1979) «

Bn mafz las investigaciones tendientes a incrementar su rendimiento se han
centrado en la fisiologfa de la prodaccidn de materia seca: fotosintesis, -
translocacién de fotosintatos, respiracién, (Tanaka, A. et al 1981), -
el incremento en el contenido de proteinas (Alexander,D.E. et al 1969; Nel-

son, 0.E. et al 1970) y aminodcidos esenciales (Mertz, E. et al 1964).
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La germinacidén (proceso que se inicia con la captacidn de agua

y termina con la emergencia de la radicula o hipocotilo a través
de las estructuras que integran la cubierta de la semilla: Bewley,
J.D. and M. Black, 1978)es un evento de importancia agrondémica
vinculado a la viabilidad (capacidad de la semilla de sostener el
desarrollo de la plantula; Moore, R.P. 1972), y al vigor (mdximo
potencial de la semilla para el establecimiento de la platula;
Bruce, M.P. 1972), de las semillas. Este fendmeno puede presen-
tarse prematuramente (viviparidad) (Mangelsdorf, P.C. 1930,
Eyster, W.H. 1931; Robertson, D.S. 1955; Gonzilez, N.C. 1976),
convirtiendo en un problema de graves consecuencias econdmicas
en cereales; (Mitchell, B. et al 1980; Gordon, I.L. 1980; Gaste-
lum, R.F. 1981); ya que la germinacién ocurre en las etapas ini-
ciales de la desecacidn:dél grano, antes del periodo de cosecha,
con la intervencidn de mGltiples factores, ambientales y genéti-
cos. De aqu{ la importancia del conocimiento relativo a los me-
canismos que regulan la germinacién. El aporte de esta clase de
conocimientos ha permitido establecer estrategias agrondmicas
para la seleccidn de cultivares con mejores caracteristicas en
funcidén a su germinabilidad, como los trabajos de Nilsson - Ehle
(1974) quienes describieron que la intensidad del color de la se-
milla de trigo y avena (rojos) generalmente va asociado a la re-

sistencia al brotamiento. Asi también, los experimentos de Miya-



moto, T. et al (1958) que sugirieron que este efecto no es cau
sado por el pigmento flobafeno sino por sus precursores solu-
bles: catequinas y catequinas-taninos.

El alto contenido de ATP cuantificado en cebadada (Ching, T. M.

et al 1977), lechuga (Ching, T.M. et al 1972) y Brassica olera-

cea L (Lunn, G. et al 1981) correlaciona con un alto porcentaje
de germinac¢idén y vigor; la pérdida de vigor en centeno va acom-
pafiada con una disminucién en la capacidad de sintesis de protei
nas, ARN y retraso en la reparacidén de ADN (Sen, S. et al 1977;
Peumans, W.J. et al 1981) y la acumulacién de dafios cromosémicos
(Roberts, E.H. et al 1967).

Asi también se han reportado una serie de cambios metabdlicos
que se presentan en las células del embridén de los cereales en
el periodo de la germinacién (Maijer 1980), una de las rutas me-
tab6licas mids importante que se considera puede ser determinante
en este proceso, es la via de las pentosas (Kovacs et al 1976),
la cual aporta a las células tanto los metabolitos basicos para
la sintesis de dcidos nucléicos (ribosa y desoxiribosa) como el
poder reductor indispensable para diversas vias metabdlicas vita
les para la célula (Pilo et al 1981). De aqui que el estudio de
los mecanismos que regulan la primera enzima (el paso limitante
del ciclo) de la via de las pentosas; la glucosa-6-fosfato deshi
drogenasa, pueda aportar conocimientos importantes en cuanto a

la regulacidén de la germinacién misma.
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I.~.ANTECEDENTES,

I.l.- BIOLOGIA DE 1A FORMACION DE IA SEMILLA .-

La semilla es una estructara dnica en el ciclo de vida de las plantas, es -
el resaltado de la reproduccidén sexual y constitaye esencialmente ana plan-
ta en estado embrionario con excepcionales propiedades como son resistencia
a extremos térmicos y longevidad bajo condiciones adversas. Desde esta pers
pectiva, el desarrollo de la semilla puede nbicarse como una preparacién =—-
para la sapervivencia darante la dispersién y subsecuente germinacidn (Boa%
ter, D. 1981).

Durante su formacidn, sus elementos se integran en un tiempo relativamente
corto, por lo que la actividad sintética y la respiracién son altas duran-
te las etapas iniciales de formacién de la semilla.

La fase vegetativa del maiz se inicia con el cigoto, el cual se deriva de
la fecundacidn del huevo por el esperma, su divisidn celular se inicia ——
aproximadamente a las 12 horas después de la fecundacidén (Randolph, L.F. =
1936). Los 8rganos embrionarios: raiz, tallo, coleoptilo y escetelo se de-
finen claramente a los 10 dias después de la fecundacién; el endospermo, -
resaltado de la fusién de aun esperma con 2 niicleos polares (3n), inicia su
divisidn celular entre la tercera y cuarta hora después de la fecundacién
(Kiesselbach, T.A. 1980), continunando ripidamente y originando un endosper

mo con ndcleos libres. Entre el tercero y cuarto dia después de la fecun—
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daciép se inicia la formacién de la pared celalar y al quinto dia,el en -

dospermo es completamente celalar.A los 20 dias después de la fecandacidn=
desaparecen las figaras mitéticas.E1l cese: de la divisidn celalar parte =

de 1a regidn central a iavperiferiea,cqyas células diferencian en la ca-

pa de aleurona (Sass,J.B. 1955),que en semillas de cereales es an tejido-

Jak——

secretor (Haberlandt,G.F.J. 1884) que no se divide con dos funciones: prine
cipales:faente de minerales y enzimas que darante 1a germinacién movili =
zan las reservas natritivas del gndospermo para apoyar el desarrollo del-
‘embrién (Varner,J.E. et al 1976).

Fanciononalmente pueden identificarse 3 fases darante el desarmllo del =
grano: Durante la fase inicial la divisién y diferenciacién celular origi-
na los tejidos vegetativos,pero en lugar de continuar hacia la. formacién-
de la plinfulg,evolucionan a ana fase destinada a asegurar la superviven
cia de la eépecie;duranfe:la segunda fase y como~preparacf5n para la ger-
minacidn se almacenan sustancias de reserva (la semilla madara presenta =
baja capacidad de captacién de minerales y de compuestos nitrogenades).

En la tercera fase se inicia una reduccidn gradual de la actividad meta -
bSlica a medida que el contenido de agua disminaye.(Boulter,D.1981).Caan-
dé el agua alcanza una concentracidn entre an 5—10% del peso de la se =
milla,ésta evoluciona a condiciones de vida latentg‘(Mayer,A;H. et al =

1980).
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I.2.~ ACUMULACION DE CARBOHTDRATOS EN MAIZ,.-

El contenido de almiddn en las semillas de cereales se incrementa de mane=
ra constante durante su desarrollo alcanzando en la madarez entre el 65 y
70% de sa peso seco (Daffus, C.M. 1979; Ingle, J. 1965).

La formacién de almidén en maiz: 73% de amilopectina y 27% de amilosa (kra
mer, H.H. et al 1958) se inicia, al igual que todas las reservas del gra-
no (Ingle, J. 1965), alrededor de la seganda semana despauds de la fecanda-
cién,

En la semilla se pueden distinguir 2 gradientes de distribucién en sa pa-
tron de acumnlacién: un gradiente mayor que va de la parte superior a la
base del endospermo y otro menor en el que las células prdximas a la So=-
perficie contienen menos grdanulos de almiddn que las células internas - -
(Lampe, L. 1931; Shannon, J.C. 1974).

La concentracidn de sacarosa que se transloca al endospermo a’ través del
pedicelo alcanza su mdximo al final de la fase de divisién celunlar, apro-
ximadamente a la mitad del perfiodo de formacién del grano, entre los 20 y
28 dfas después de la fecandacién (Ingle, J. 1965). La sacarosa es hidroli
zada por la invertasa antes de ingresar al endospermo (Shannon, J.C., = -
1972 Shannon, J.C. et al 1972) y resintetizada en el interior donde es
4ransformada en almiddn a partir de glucosa-l-fosfato via ADPG pirofosfo-
rilasa y ADPG glacosil transferasa (almidén sistetasa) (Ozban, J.L. et —

al 19733 Leloir, L.F. et al 1961; Cardini, C.E. et al 1966), La almidén=-
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sintetasa en el endospermo de maiz estd presente en dos formas: I y 17, -
cuya diferencia fandamental es la actividad catalitica que presentan con
diferentes segmentos iniciadores (Preiss, J. et al 1980). Sus actividades
pueden ser detectadas desde los 15 dfas después de la fecandacidn, alcan-
zando un miximo a.los:30:dfassdespuds de la misma (Joshi, S. et al 1980).
La acumalacidén de almidén finaliza aproximadamente a los 46 dias despuds
de la fecundacidén (Ingle, J. 1965).

En Sorghum valgare el mdximo de acumalacién de almidén se alcanza a los =
40 dias después de la fecundacidn, mientras que su velocidad de sintesis -
es mdxima entre els120: y 16o. dfa , disminuyendo al 36% del valor mdximo
hasta el 36o. dfa despuds de la fecandacién (Singh, R. et al 1981).

En arroz esta velocidad mdxima se alcanza alrededor del To. dfa después -
de la fecundacién (Singh, R. et al 1977).

1os enlaces glucosidicos ( ¢4 1,6) presentes en la cadena de amilopectina
son sintetizados por la accidn catalftica de la enzima o41,4 glucan:

1,4 glucan-6-glacosil transferasa (erzima ramificante).

En el endospermo de mafiz se han detectado 3 isoenzimas (I, ITb.y ITa). La
actividad de estas 2 dltimas coeluyen en una columna de DEAE celulosa con
las actividades de la almiddn sintetasa I y ITI respectivamente (Boyer, C.
et al 1978b) postuldndose que este complejo=(a1mid6n sintetasa: enzima ra-
mificante) participa en la formacidén de las secciones asimétricas presen-

tes en la estructura de 1la amilopectina (Preiss, J. et al 1980).
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I.3.~ BIOSINTESIS DE PROTEINAS DE RESERVA DURANTE LA FORMACION DEL GRANO..
La biosintesis de proteinas se incrementa a partir del 8o. dia despuds de
la fecundacién alcanzando sau mdximo aproximadamente a los 28 dias, dismina/
yendo a niveles poco significativos a los 45 dias después de la fecundaw=-
cién (Rabson, R. et al 1961).

Entre el 250. y 350. dfa después de la fecundacidn el 80% de 1a capacidad
de sintesis de proteinas reside en el endospermo, periodo en el que este -
tejido alcanza su maximo tamafio, e inicia inmediatamente después‘la fase
de secado; el resto de la actividad acontece en el embridn. En los dltimos
estadios del desarrollo la contribucidn del endospermo declina rdpidamente
y en el embrién se efectda el 75% de la sintesis de proteinas (Ingle, J. -
et al 1965).

A los 50 dfas después de la feecundacién no se detecta actividad de sinte-
sis de proteinas en estos tejidos, probablemente por las restricciones =
impuestas al sistema de biosintesis de proteinas ocasionadas por la pérdi-
da de agna y a la expansién del almidén y las préteinas de reserva (Ingle,
J. et al 1965).

El patrén de acumulacién de proteinas en el grano de maiz en desarrollo -
presenta las siguientes caracteristicas: una fase inicial de incremento -
entre el 150. y 200. dfa después de la fecandacién: periodo de elongacién

celular, continnando en forma estacionaria entre el 26o. y 360. dia, in=-
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crementindose ripidamente despuds del 37o. dia (Ingle, J. et al 1965).
El comportamiento de la fase inicial refle ja,probablemente,la biosintesis
de enzimas y proteinas estructurales necesarias para el metabolismo y cre-~
cimiento del endospermo, el segundo incremento que ocurre cunando disming
yen la capacidad de sintesis de proteinas y la concentracidn de aminodci-
dos es el reflejo de un evento terminal en el proceso de formacidn del ==
endospermo: la sintesis de proteinas de reserva (Ingle, J. et al 1965).
Estas proteinas fueron clasificadas por Osborne (Osborne, T.B. 1895, 1924)
en funcidén de su solubilidad en 4 grapos: albdiminas, globulinas, prolami-
nas y glutelinas, cuyas caracteristicas fundamentales son:

l.~ Tienen como funcién predominante la de constituir la reserva de nitré
geno y azufre (en algunos casos de carbono) de la semilla, por lo que son
movilizadas darante la germinacién (Lea, P.J. et al 1983).

2.~ Son acamuladas en un periodo relativamente tardio en el desarrollo del
grano (Jones, R.A. et al 1977b).

3.=Su sfntesis es estimulada preferencialmente al suministrarle nitrdgeno
asimilable a la planta.(Lowe, L.B. et al 1972).

A+~ Una especie determinada generalmente contiene proteinas de una clase
de solubilidad (Tabla I) y ésta consiste en series polimérficas de poli--
péptidos relacionados (Gianazza, E. et al 1977).

5.= Son codificadas por an ndmero relativamente pequefio de loci, conte——
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niendo cada uno un ndmero de secuencias daplicadas,en mafz éstos estan -
localizados en los cromosomas : 4,5,7 ¥ 10 (Soave,C. et al 1978,1979) -
Valentini,G. et al 1979),

6.=Se acamulan especificamente en los Srganos de almacenamiento (Perno —-
1let,J.C.1978).

Te=Se almacenan en los caerpos protéicos (Miflin,B.J. et al 1981) (Miéntz -
K. ot al 1981).

El patrén de acumulacién de la zeina en el endospermo de mafz,es tipico -
de: la mayorfa de 1lzs prolaminas de cereales;y puede: ser detactable alre -
dedor de los 12 dias después de la polinizacidn,continuando su sfntesis =
hasta aproximadamente 40 dias despiés de la fecundacién (Jones,R.A. ot al -

1977b%) .
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TABLA 1:‘-

CONTENIDO DE PROTEINAS EN SEMILIAS DE CEREALES(Brohult, S. et al 19543 -

Konzak, C.F. 1977).

% DEL TOTAL DE PROTEINAS

CONTENIDO ALBUMINAS GLOBULINAS PROLAMINAS -GLUTELINAS
SEMILLA DE PROTEINAS (SOLUBLES  (SOLUBLES (SoLUBLES  (SOLUBLES
(% EN.PESOSECO) EN AGUA) EN SALES) EN ALCOHOL) EN ALCALIS)

MAIZ T-13 TITRAZAS 5 = 6 50 = 55 30 = 45
Zeina

TRIGO 10 - 15 3 =5 6 - 10 40 - 50 30 - 40
Gliadina

ARROZ 8 - 10 TRAZAS 2 -8 1l -5 85 - 90

- Corizina

SORGO 9 - 13 TRAZAS TRAZAS 60 ——
Kafirina

CENTENO 9 - 14 5«10 5 -« 10 30 -~ 40 30 - 50
Secalina

CEBADA 10 - 15 3-4 10 - 20 35 - 45 35 = 45
Hordeina

AVENA 8 -14 1 80 10 - 15 5

Avening
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Ti4e- SINTESIS_DE ACIDOS NUCLEICOS DURANTE EL DESARROLLO DEL _GRANO Di ".- .
Bl perfil de los dcidos nucldicos darante la primera fase del desarrollo -
de la semilla de mafz muestra an incremento similar tanto en el endospermo
como en el embridn hasta que cesa la divisidn celular (aproximadamente en-
tre el 200. y 250. dfa después de la fecandacidn). A partir de este perfo-
do sa contenido diéminuye en el endospermo y se mantiene de manera ascen=—
dente en el embridn hasta la madarez (Ingle, J. et al 1965).

En trigo, durante la primera fase de desarrollo del grano, el ARN riboso—-
mal es el componente predominante (Ramagopal, S. et al 1979).

El patrén de actividad de la enzima ARN polimerasa, dependiente de ADN ti
po II, presenta an incremento en el endospermo de mafz (Mans, R.J. et al
1979) ¥ en el grano de trigo (oreene, F.C. 1983) a partir del 120. dfa —
despuds de la fecandacidén, disminayendo su actividad hasta el 504 de sa -
valor maximo enﬁrg el 1§o,wy 200. dfa después de la misma,

En trigo, la acumulacidn de ARN poliadenilado se inicia alrededor del 120,
dfa despuds de la fecandacidn, alcanzando sa valor midximo entre el 150. y
180, dfa, decreciendo a partir de este perfodo, sa disminucidn correlacio-
na con el incremento en la sfntesis de proteinas de reserva. La velooidad
de la sintesis de estas protefnas darante la segunda fase estd directamen-
te relacionada, y posiblemente controlada, por los niveles de ARN mensaje~

ros tradacibles (Greeme, F.C. 1983).
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En el embridn de maiz, la enzima ARN polimerasa dependiente de ADN tipo IT
mantiene, de manera ascendente, su patrén de actividad darante todo si de-
sarrollo (Mans, R.J. 1979). Estos tejidos conservan darante la fase de se-
cado los componentes necesarios para la sintesis de proteinas darante la -
subsecuente etapa de germinacién (Ingle, J. et al 1965; Weeks, D.P. et al

1971; Payne, P.I. 1976; Sdnchez de Jiménez, E. et al 1981).
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T.5.~ HORMONAS DURANTE LA PORMACION DE 1A SEMILLA ™~ ¥AIZ.-

En la etapa de formacién de la semilla se ha descrito la acamnlacidn o -
sintesis de fitoreguladores, algunos de ellos estén involacrados en pro-
cesos relacionados con sa desarrollo o darante el proceso sabsecuente de
germinacidn,.

T.5.1.~ GIBERELINAS,-

Para esta familia de compuestos (Hedden, P, et al 1978) se han descrito -
al menos 4 sitios de sintesis: panta de rafz (Sitton, D.A. et al 1967), -
hojas jévenes (Jones, R.L. et al 1966), tallos tiernos (West, C.A. 1973),
y semillas en desarrollo {Coolbaagh, R.C. et al 1971).

En leguminosas, las semillas en desarrollo es el sitio de mayor actividad
blosintética y de acumalacién de giberelinas (Lang, A. 1965).

En semillas de trigo maduras se han identificado 6 giberelinas: GA15, —-—
GA17, GA19, aazo,,caz4,vy GA44 (Gasking, P. et al 1980).

Darante la madarez de las semillas los niveles de giberelina: 1ibre dismi-
nayen, esta disminacién va asociada con an incremento en los niveles de -
giberelina conjagada, principalmente a carbohidratos (Mounla, R.K. et al
1973).

Los pardmetros del desarrollo en los que se ha encontrado una estrecha -
relacidn con niveles elevados de giberelinas son: el incremento en peso
de la semilla y el didmetro de fratos en Pisam sativam (Coolbaagh, R.C. -

et al 1969), Phaseolas valgaris (Wareing, P.F. 1967), Pranas americana L.
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(Jackson, D.F. 1966) y Citrus sinensis (Wiltbank, W.J. et al 1969).

En maiz, los niveles endégenos de giberelinas son los que mds fuertemente
limitan el rendimiento (Cherry, J. et al 19603 Rood, S.B. et al 1983) y
1la heterosis para aun vigoroso crecimiento correlaciona con ana alta con—
centracién de sastancias con actividad de giberelina (Nickerson, N.H, - -

1959; Nickerson, N.H. et al 19603 Rood, S.B. 1983),

1.5.2.~ CITOCININAS ,~

Desde el aislamiento y caracterizacién de la zeatina, a partir de semi-—
1las inmadoras de mafz (Letham, D.S. 1963), se han aislado e identificado
a nivel estructural 15 compaestos con actividad de citocinina en plantas

(Letham, D.S. 1983).

En Phaseolus valgaris y Xanthinm.st;umariam se ha identificado a la rafz

como el principal tejido eh donde se efectaua la sintesis de citocininas,

distribayéndose al resto de la planta a través del xilema (Wareing, P.F,

et al 1977).

En cereales, los niveles de actividad de citocinina son elevados durante

el desarrollo de la semilla: 11 jug/kg de peso fresco en mafz (Letham, D.
S. 1963), 120 ng/semilla en trigo (Jamerson, P.E. et al 1982), este mis-

mo comportamiento se presenta en legaminosas (Van Staden, J. 1983).

A estos compuestos se les ha asociado con diversos procesos: alargamiento

y divisién celalar (Letham, D.S. et al 1961), sintesis de tubalina (PFos-
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ket, D. et al 1981), activacidn de la fase de elongacién darante la biowe
sfntesis de proteinas (Klimbt, D. 1977), y de las ARN polimerasas depen—
dientes de ADN I y II (Kulaeva, O.N. 1981).

A las citocininas se les ha correlacionado con los eventos que se desarro
1lan darante la formacién de la semilla y en la movilizacidn y acamulgw=—
cién de natrientes: en trigo los niveles de zeatina se incrementan al mi-
ximo de sa valor durante la etapa de formacidn del endospermo, entre el
30. y 140. dfa despuds de la fecundacién (Jamerson, P.E. et al 1982).

En mafz, la concentracidn de citocininas enddgenas estd directamente rela
cionada con la velocidad fotosintética y con el incremento en carbohidra-
tos y aminodcidos (Jesko, T. et al 1980).

La aplicacidn de cinetina incrementa el contenido de almidén en Ricinas -
commanis (Raja- Kamar, N., et al 1980).

Darante la formacidn de la semilla, en Pisam sativam (Barrows, W.J. et al
1970) y Lapinus albas (Davey, J.E. et al 1979), el contenido de citocini-
nas en el endospermo alcanza sa valor miximo: 80% del total detectado en
la semilla madara, darante sa fase de mayor incremento em volumen, entre
la 3a. y 6a. semana.despads de la fecandacién. Este tejido, durante sa fa
se activa, funciona comoe un proveedor de natrientes al embrién, sas nive-
les de citoocininas disminayen a medida que se desarrollan los cotiledones
v el embrién. indicando,darante esta etapa, que los niveles de citocininas

estaban asociados con el» desarrollo transitorio del endospermo y no con =
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el metabolismo del embrién (Van Staden, J. 1983).

T.5.3¢= ACIDO ABSCISICO.~

El dcido absofsico, al igual que las giberelinas, es sintetizado en diver
sos tejidos: hojas, tallos, frutos y semillas (cotiledones, endospermo, -
embrién) (Milborrow, B.V. et al 1973).

Los niveles de esta hormona tienen una estrecha correlacién con diversos
procesos del desarrollo y fisiologfa de las plantas, ejemplo: efector de
la fancién estomatal, escisidén de Srganos, germinacidn prematara o vivie
paridad, etc.

Existen evidencias incuestionables indicando que el dcido absofsico pue=e
de causar el cierre de los estomas (Horton, R.F. 1971; Little, C.H.A, et
al 1968; Mittelheaser, C.J, et al 1969), al mismo tiempo se ha deserito
una estrecha relacién entre 1os niveles endégenos de esta hormong y la =
respuesta al cierre de los estomas en las plantas meséfitas sometidas a =
d8ficit de agua (Mansfield, T.A. et al 19813 Milbvorrow, B.V. 1981; Radin,
J.W. et al 19823 Walton, D.C. 1980).

En el proceso de apertara y cierre estomatal estan involacrados procesos
de intercambio de iones: cuando los estomas se abren las célalas guarda
captan iones, que son liberados caando éstos se cierran (Walton, DeCo ==
l?gg). Se ha propueste que el dcido abscfsico ejerce su accisn inhibien—

do este intercambio de iones (Raschke, K. 1977).
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Larqué- Saavedra et al (1974, 1976) detectaron una correlacién positiva -
entre los niveles de dcido abscisico y la resistencia a sequfa en sorgo y
mafz, abriendo la posidilidad a las técnicas agronémicas de hibridacién -
para la bdsqueda de plantas con an metabolismo Sptimo de esta hormona. pa-
ra regular la fancidn estomatal (Waltom, D.C. 1980).

Darante el proceso de escisidn de drganos (flores, fratos, hojas, etc.),-
se ha hipotetizado que el dcido abscfsico tiene uprimariamente ana fan—we
cidn promotora (Addicott, F.T. et al 1977).

Desde el punto de vista anatémico~ fisiolégico este proceso involacra el
desarrollo y actividad de 2 capass una de separacién y otra de proteccién
(addicott, F.T. et al 1977). Las célalas de la capa de separacién excre=-
tan enzimas hidrolfticas que degradan la pared celular, ejemplo: las pec=
tinasas (Morré, D.J. 1968; Riov, J. 1974), las celulasas (Reid, P.D. ot -
al 1974), cayo patrén de actividad es incrementado por dcido abscisico y
etileno (Craker, L.E. et al 19693 Abeles, F.B. 1969; Abeles, F.B, et al -
19713 Lewis, L.N. et al 1970). El etileno, ademds de inducir la sintesis
de novo de celaulasaj,. favorece la sintesis de ARN y protefnas en la zona
de escisién (Abeles, F.B. et al 1966).

Se ha sagerido qane otro mecanismo, mediante el cual el dcido abscisico =~
ejerce su control en el proceso de escisién de 8rganos es interviniendo -

en el transporte y la distriducién de fotosintatos (Allsopp, A. 1965).
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En Lapinas luteas, el transporte de sacaresa y asparaginina de las partes
vegetativas a los drganos reprodactores es inhibido por la aplicacidn de
dcido abscfsico (Porter, N.0. 1981), Otros procesos de transporté que son
inhibidos por dcido abscisico son el de la captacién y transporte de fos-
fato en girasol (Brlandsson,0. et al 1978), y el de auxinas y carga de —-
sacarosa en P. valgaris (Besalew,E. et al 1974; Vreagdenhil, D..1983).
Algunos hallazgos han permitido relacionar la elevada concentracién de =
esta hormona cnantificada, principalmente en el embrién de namerosas espe
cies, darante la etapa de mdximo incremento en peso seco: P, valgaris (Hsa,
F.C. 1979); Glycine max L.(Quebedeaax, B. et al 1976), Gassypium hirsatam
(Davies, L.A. et al 1_972); H. valgare (Goldbach, H. et al 1977), T. aesti
vam, (King, R.W. 1976) con su probable participacién en procesos relacié:—
dos con el desarrollo de la semilla a darante la etapa de germinacién.

En 1a semilla de trigo, la capacidad del 8cido giberélico de inducir la =
prodaccidén de &% amilasa y la germinacién-disminayen en funcién de los —
niveles de 4cido absofsico acumanlados darante la etapa de madaracién del
grano (King, R.W, 1976).

Dare, L.S. (1975) postula una participacién directa de esta hormona daran-
te la embriogénesis en algodén. Durante este proceso, el £eido abscisico
sintetizado en el Svalo es transportado al emdbrién en donde inhibe la e
tradaccidn de ARN mensajeros, especfficos de la fase de germinacidn, ime-

pidiendo darante esta fase la germinacidén prematura o viviparidad.
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Bn el mafz, las matantes que germinan prematuramente (vivfparas) tienen,
ya sea niveles redacidos de £cido abscisico (Bremner, M.L. et al 1977; =
Mo Daniel, S. et al 1977), o baja sensibilidad a la inhibicién del oreci-

miento, en respuesta a la aplicacién de esta hormona (Smith, J.D. et al -

1978).

T.5¢4.~ AUKINAS,~

Este grapo de hormonass doido indol-acético, #cido 4=cloro=indol-3eacéti-
co y doido fenil-acético (Cohen, J.D. et al 1982) se biosintetizan en las
rartes tiernas del tallo, principalmente (Libbert, E.S. et a1.1966) y son
transportados polarmente al resto de 1a planta (Goldsmith, M.H.M. 1977).
Influyen en diversos procesos: dominancia apiocal, formacidn de rafces, —
tropismos, cafda de Srganos, diferenciacién vascalar, elongacién (Bonner,
B. et 31”1916), indacen la sfntesis de 5 1,4-glucan-4-glacano hidrolasa
(Byrne, H. et al 1975), v la de ARN (Key, J.L. ot al 1967). Sus niveles =
elovados darante la formacién de la semilla en algunas especies: Abelmus~
gggggagonlgntas L,,'quoggraioon gsculentnm, estdn asociados con el perfg
do d§“formaci8n del endospermo (Malik, C.P. et al 1980).

En la semilla de mafz, la acamalacién y esterificacién de aaxinas a oarbo
hidratos se efectiia en el endospermo, preponderantemente durante la tercg
ra fase del desarrollo del grano (Cohen, J.D. et al 1983), estes compues-

tos son movilizados en 1a etapa de germinacién, Cuando €sta se inicia, la
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enorme cantidad de aaxina (Tabla 2), es movilizada rdpidamente a razén de

1% por hora (Bandarski, R.S. 1983).

TABLA

CETICO Y SUS CONJUGADOS EN 1A SEMILLA DE MAIZ (4)

L Cantidad en Porciento del
Compuesto peso seco (mg/ke) total
Acidocindol-3=acético 065 0.8
Indol-3-acetil mio-inositoles 10 15
Indol=3=acetil mio-inositol
arabinésidos 15 23
Indol=3~acetil mio-inositol
galactdsidos 5 8
53

Indol=3=-acetil glucano 35

(4)e= (Bandarski, R.S. 1983)

Estos ésteres son transportados hacia las zonas meristemiticas mis répi--

damente qae la auxina libre (Nowacki, J. et al 1980) en donde, al ser hi-

drolizados, promueven el crecimiento de la planta (Bandarski, R.S. 1983).
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las funciones de los elevados niveles de hormonas detectados darante la-—-
formacién y madaracidén de la semiila, se pueden agrupar en 3 graposs

l,~ Control del crecimiento y desarrollo de la semilla,

2.~ Control de la captacién de natrientes hacia la semilla darante la fa-
se de intensa acumalacién.

3.~ Acamalacién para su posterior participacién en el control de la germi-

nacién y oreoimiento de la pléntula (Bewley, J.D. et al 1978).
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2 = GERMINACION

En este proceso que se inicia con la capatacidn de agna y finaliza con la-
emergencia de la radfcula (Bewley,J.D. et al 1978),estan involucrados un -
conjunto de eventos sucesivossimbibicién,activacién del metabolismo, ex =
tencién y divisién celular y emergencia de la radfcula o hipocotilo.(Ber -
1yn,G.P. 1972).

Para hacer posible esta transicidn se conjugan numerosos procesos metabsli-
cos y condiciones ambientales,entre los que se encuentran ¢

l,=Captacidn de agua.

2.-sf{ntesis de dcidos nucleicos.

3e=Sintesis de protefnas,

de=Activacidén de enzimas.

5e=Regnlacién hormonal.

6.=Bioenergétices.

Te=Via de las pentosas.

2,1,-CAPTACION DE AGUA.

Como el metabolismo activo depende: de la presencia de agua,an paso crf =
tico hacia la germinacidén es la captacién de agus (la mayoria de las =
engimas presentan an miximo de actividad catalftica cauando el contenido de -
agua alcanza entre 0,3 ¥ 0.6 g de agua/g de protefna,en este rango de con-
centracidn se restablece el ambiente alrededor del sitio activo y aumenta -

la velocidad de difusidn de: los sustratos y productos (Stevens,E, et al 1979
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La captacién de agna se efectdia a través de un proceso de imbibicién que
estd determinado por 3 factores: la composiocién de la semilla, la permea-
bilidad de las cubiertas y la disponibilidad de agua en el medio. Daran-
te 1la imbibicidén el agua solvata a las partfcalas coloidales y ocupa los
espacios intercoloidales ; el hinchamiento sabsecuente de estas particu-
las provoca una presién a la que se le denomina Presisn de Imbibicién, -
fenémeno de relevancia para el desarrollo de la germinacidn, ya que pro-
dace la raptara de las cubiertas favoreciendo la implantacién (Mayer, A.
M, et al 1982),

Las cabiertas tienen una profunda influencia~sobre la germinacidn, ya =
que intervienen en diversos procesoss captacién de agni, intercambio ga-
geoso, difusién de imbididores endégenos, e imponen restriccidn mecdnica
al orecimiento del embriédn (Mayer, A, et al 1982),

Adn no es oclaro cémo las cubiertas adquieren su impermeabilidad al aguaj
experimentos realizados en el género Pisam (P. sativam, permeable al a=
guay P. falvan y P. elatius impermeables al agua), han sagerido an meca-
nismo en el cual participan el oxigeno, bompaeag:osﬁfenélioos ¥ la catow
col oxidasa, que condace a la formacién de taninos en las semillas que -
son impermeables al agua (Marrach, I. etbal 1974).

El patrén de captacién de agua en la mayoria de las semillas presenta: 3
fasess la fase I o de imbibicién es dependiente del potencial hidratacio
nal, dste se atribaye a la capacidad de las matrices (pared celalar- y =

contenido celnla_r) de anir aguae

Durante la fase siguiente: Fase II, las semillas mantienen, en fase lag,
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altos niveles de hidratacién. En estas fases, I y IIy los patrones de =
captacidn de agua ocurren independientemente de la viabilidad de la se=—
milla (viable 0 no viable) y de si la misma se encaentra en estado laten
to.

Desde un punto de vista general, el concepto de latencia en an sistema -
biolégico se aplica a la suspensién temporal del orecimiento activo, Ss-
ta puede ser impuesta por condioiones ffsicas desfavorables (poca dispo=
nibilidad de agua, temperataras bajas, etc.). Si el crecimiento se reac-
tiva al restablecerse las condiciones favorables se le denomina Latencia
Temporal, si éste no se restablece se le denomina simplemente Latencia,
(Moore, T«Co 1979).

Por su asociacidén con la germinacién visidble, la Fase III dnicamente 1la
muestran las semillas que pueden desarrollar esa capacidad. Los procesos
metabdlicos que conducen a la germinacién se inician en la Fase de imbi-
bicién (Fase I), pero cnalitativa y cunantitativamente los procesos meta-
bélicos previos a la germinacién ocurren darante la Fase II (la rehidra-
tacidén de semillas que se hgﬁiéﬁ‘imbibido‘bajo condiciones limitantes de
agua, permite reducir el tiempo de la Fase II, lo que indica que los pro
cesos que conducen a la germinacién ya se habfan iniciado darante esta -
fase). La expansién celalar que permite la elongacién de la radfemla --
inddea el estado final de la germinacién, ésto presumiblemente ocurre —
porque el agua, al ingresar a la célala, inorementa la presién de targor,

provocando la expansidn de la pared celalar.
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La germinacidn, cuando es posible, est4 asociada a 2 factores principal=-
mentes

1.~ La redaccién en el potencial osmético de las células de la radfcula
trae como consecuencia la captacién de.mie agna del ambiente, que al in-
gresar, incrementa la presién de targor.

2.~ Ia modificacidn de las propiedades estracturales y mecdnicas de la =
pared celalar gqae hacen posible la expansién celular.

El incremento en la captacién de agua, que ocurre en la Fase III, estd =
asociado inicialmente con la disminacién de los potenciales hfdrico y -
osmético, este dltimo prodacido por la. hidr8lisis de las sustancias de =
reserva.

La daracién de cada fase dependerd de las propiedades intrinsecas de las
semillas, ejemplo: cantidad de sustratos hidratables, permeabilidad de -
las cabiertas, captacién de oxfgeno, tamafio, etc., y de las condiciones
de imbibicién, ejemplo: niveles de hamedad, temperatara.(Bewley, Je De =
et al 1978).

La disminacidén en la captacidn de agua en semillas expuestas a bajas tem
rerataras se atribuyo al inoremento en la viscosidad del agua: (Marphy, J.
B, et al 1982),

El proceso de imbibicién en mafz se inicia a través del pericarpio, an—
mentando de volumen rdpidamente, las primeras células que se reactivan -

son las del meristemo radionlar y las de la coleoriza (Sass, J. E. 1955).
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2,2,-METABOLISMO DE ACIDOS NUCLEICOS DURANTE LA GERMINACION EN CEREALES.

2.2,1,-ACIDO DESOXTRTBONUCLEICOs

La captacién de agua transforma al embrién latente temporalmente (don ba-
jos niveles metabSlicos) a un estado de desarrollo activo j la sintesis -
de maoromoléculas, como ADN, ARN y protefnas, que se encontraba suspendi=
da,también se reactiva con el inicio de la imbibioidn.
En maiz, la sfntesis de ADN se reactiva entre las 50 y 70 horas despuds -
de la imbibicién, los primeros tejidos en asumirla son los de la panta de
1a rafz, 1la coleoriza y la regién del nado escutelar (Stein, 0. Le et al
1963).
En el embridn de trigo, la sfntesis de ADN mbdida por incorporaciién de ti
midina tritiada se inicia en la primera hora después de la imbibicién (Ta
bla No. 3, Blowers, 1979), permaneciendo a bajos niveles. Sa agoenso a -
las 18 horas de imbibicién (Buchowicz, J. 1974) depende de la sfntesis de
novo de la enzima ADN polimerasa, dependiente de ADN (Mory, Y.Y. et al —
1975). Pero no obstante el notable incremento en la actividad de esta: en=
zima (8 veces a las 18 horas de imbibicidn respecto a la actividad coan—
tificada en el embridn seoé),.la sintesis de ADN, en trigo, no es indig—
pensable para el desarrollo de la germinacidn, ya qae rangos de inhibie-e
cién en sa sintes%e hasta de an 75% no la afectan (Datta, K. et al 1983).
Sin embargo, es necesario aclarar que no existe un criterio uniforme en -

lo que se designa oomo germinacidn. Para algunos autores la germinacién
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gse completa caando se observa la emergencia de la radfcala o hipocotilo
(Bewley, J.D. et al 19783 Berlyn, G.P. 1972), mientras que para otros, =
este proceso estd delimitado por el inicio de la sfntesis de ADN y el de

la divisién celular (Osborne, D.S. 1980, 1981),
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2.2,2,-SINTESIS DE ACIDO RIBONUCLEICO,

En ejes embrionarios aislados de mafz, la fase I del prooeso de captacién
de agua se completa entre la 3a. y 4a,; hora despuds de:iniéiada 1a imbi-
bicién. La sintesis de ARN paells ser detectada en la regién radicular des-
de el inicio de la imbibicidn, preferencialmente en la regién nacleolar
(Fakan, S. et al 1981).

La reactivacidén de la sintesis de ARN en ejes embrionarios aislados de
mafz se observan 3 estadios sucesivos:

El estadio 1 (hasta la 2a, hora despuds del inicio de la imbibicién), se
caracteriza por la sintesis de ARN heterodisperso naclear, rico en adeni-
nas'y bajos niveles de ARN de transferencia,

Bl sstadio 2 (entre las 24 y 48 Koras después de iniciada la imbibicién),
estd caracterizado por la sfntesis de precarsores de ARN ribosomal y ARN
heterodisperso nacleolar, y
Bl estadio 3 (a partir de las 48 horas después de iniciada la imbibicién)
en el gque se procesan los precursores de ARN ribosomal y se sintetiza ARN
heterodisperso nuclear (Van de Walle, C. et al 1976).

El ARN heterodisperso nuclear es procesado rdpidamente, originando el
ARN mensajero funcional, estas molécalas pueden detectarse en polisomas

a las 2 horas despdes d;; inicio de la imbibicidn (antes que finalice la
fase I de captacién de agua).

En mafz, la tradaccidn de estas moléoulas de ARN'menséjeros sintetizados

de novo se efectda cuando an reducido ndmero de ribosomas preformadas son
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incorporadas a polisomas. E1 ARN ridosomal sintetizado es 1ndetectable

en la fase I de captacidyi de agua, lo que indica que darante la germina-
cién en maiz, el tiempo requerido para el arribo de ARN ribosomal al oi-
toplasme es mds largo que el del ARN mensajero (Dommes, J. et al 1983).
No obstante la rapidez en la transferencia de estas moléculas del ndcleo
al citoplasma, estudios efeotnados con inhibidores de la transcrjpciﬁn
en trigo, ubican a los ARN mensajeros almacenados como los compuestos s0
bre los que recae la biosfntesis de protefnas en mayor proporeién duran=
te 1la fase II de imbibicidn, ya que la inhibiciém de 1a ARN polimerasa
tipo IT dependiente de ADN, con o¢-amanitina inclaso a valores del 40%
a las 8 horas de imbibicidn, afectan ligeramente el crecimiento del em=
brién (Datta, K. et al 1983).

En trigo, cuando suas embriones se imbiben a 0% por 75 minatos y se trans
fieren a 25°C, 1a sfntesis de ARN ribosomal y ARN mensajero pauede ser
cuantificada a los 10 minatos; estas molécalas migran del ndcleo al cito-
plasma en donde pueden detecta;se entre los 30 y 90 minatos despnés del
inicio de la imbibicidn (Spiegel, S. et al 1975).

En este cereal, el ARN mensajero representa el 25% del total que se trang
fiere entre la la. y 6a. horas después del inicio de la imbibiocidn. Entre
la 6a. y 18a. horas siguientes, la velocidad de sfntesis de ARN ribosomal
ge incrementa 10 veces, este incremento coincide con el perfodo de expan-

gidn celalar y con an aumento significativo del nivel de actividad de la
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ARN polimerasa tipo I dependiente de ADN (Mazds, B. et al 1976).

Han sido reportados diversos mecanismos que pneden participar en la regula -
oién de 1a velocidad y tipos de ARN que se sintetizan durante la germina. -
cién en cerealesjentre estos se postula la existencia de un control & ni ==
vel de fosforilaoisn-defosforilacién de ia ARN polimerasa tipo II dependien-
te de- ADN (Mazds,B. et al 1980) y de las protefnas cromosomales,cambiando -
este dltimo mecanismo la actividad de molde de la cromatina (Trewavas,A. -
1979),(Sasaki,K. et al 1982),

Otros posibles puntos de control lo representan los niveles de: actividad =
de las ARN polimerasas dependientes de ADN y lanconcentraci6n de ribonu -
cleétidos,los embriones de trigo en estado secn,COntienen niveles altos —-
de actividad de la ARN polimerasa tipo II dependiente dé ADN,los cnales per-
manecen constantes durante las primeras 24 horas de germinaciénjsu activi =
dad se incrementa entre las 24 ¥ 36 horas de iniciada la germinacién (Ma =
zis,B. et al 19765:mientras que la actividad de la ARN polimerasa tipo I =
dependiente de ADN que.ée'ehouentra baja en el embrién en estado seco,se -
incrementa entre la 6a y 36a horas:deegerminacién.(sPiegpl,S. et al 1975).
Lazvelocidad.de transcripcién puede estar controlada‘por los bajos niée -
les de ribonQC196tidos,en los embriones secos de trigo,los ribonucleéti -
dos de pirimidina se encauentran a un nivel inferiora 1 pmol/mg’de pPeSO~-

seco (Cheang,C.P. et al 1978),
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243+~ BIOSINTESIS DE PROTEINAS:

En cereales,la 6peratividad del sistema de sfntesis de' proteinas se inicia-
con la captacién de aguajen los ejes embrionarios aislados de mafsz,ls: sfnte-
ais de protefnas puedd ser detectada durante la primera hora de imbibicién -
(Sénches: de Jiménez,E.el at. 1981),a 108 20 min de imbibicién en trigo (Chen.
D. et al 19&@) ¥y a 108 15 min en arroz y centeno (Bhat,S.P. el at 1975)(Sen=-
S.et al 1975).

En maiz,esta reactivacién de la sfntesis de protefnas en las etapas iniciales
de imbibicién no-es afectada significativamente por la adicién de inhibidores
de la sfntesis deo ARN mensajero (S4nches de: Jiménez,E, et al 1981) lo que: sa~
giere que al menos en esta etapa la sfntesis de protefnas no depende exclusi-
vamente: de- 1a sfntesis de novo de ARN mensajero (Dommes,J.et al 1983),

La mayor actividad de sfntesis de proteinas en maf;?se concentra en el eje =
embrionario (S4nchez de' Jiménew, E.et al 1981),en centeno,las cflalas: de- la:
ooleoriza. son las primeras: en iniciar la sfntesis de protefnas: (después de 15
min de imbibicidén) (Sen, S. et al 1974),en cebada,los mayores incrementos -
en la sfntesis de protefnas: 10 presenta la rafz en desarrolle (a 1a8 5.5 «
horas de iniciada la germinacién).(Stoddard,Je.Leet al 1973).

El incremento en la capacidad de sintesis de protefnas: del embrién de trigo=
parece ser obligatorio para la germinacién,la inhibicisn de 1a sfntesis de: -
protefnas darante la imbibicién (Cicloheximida 5jgg/h1) causa una inhibicidne



47

del inerementb~secundario en peso fresco por mids del 90% a las 16.5 horas

y del 80% a las 22 horas de germinacién.Si los embriones se transladan a =
‘an medio libre de ocicloheximida,pueden recuperar su capacidad de incremen=
tar sa peso fresco después de 5.5 horas ,esta evidencia indica que se requie
re de un periodo previo de sfntesis de protefnas para el crecimiento alterior

de embrién.(Marous,A. et al 1975).
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2.4,~ ACTIVACION DE ENZIMAS DURANTE LA GERMINACION,
La germinacidn de las semillas estd caracterizada por an incremento en la
actividad de la mayoria de los sistemas enzimdticos y por la aparicidn de
nuevos sistemas enzimiticos.
Algunas enzimas que selprodujeron durante la formacidn y desarrollo de la
semilla se transforman a formas inactivas en la madurez, las que son reac-
tivadas inmediatamente con el inicio de la captacién de agua, ej.: la
zeatina oxidasa en mafz; triosa fosfato isomerasa, fosfo fractocinasa, ma
lato deshidrogenasa y glucosa~b=fosfato deshidrogenasa en chfcharo (Gor-
don, I.L. 1980),
Otro grapo de engzimas se activan en‘anvperfodo posterior al inicio de 1a
imbibicién, este grupo de epzimas requiere, generalmente, de otros facto-
res adicionales al de la imbibicién para manifestar su actividad.
Un tercer grapo de enzimas son activadas tardfamente, estas requieren de
sintesis de protefnas.
Por dltimo, algunas actividades enzimdticas se manifiestan previa activa-
cién de genes, sfntesis de ARN mensajero y sintesis de protefnas (Mayer,
AJM, 1977).
La interaccidn protefnasprotefna es uno de los mecanismos(que no requiere
sintesis previa de proteinas) que puede modular la actividad de algunos
gistemas enzimiticos en los estadios iniciales de la germinacién.

Los embriones secos dé trigo contienen un factor protéico asociado a cro-
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Datina, que es capaz de estimalar la actividad de la ARN polimerasa tipo
II dependiente de ADN (Walerych, W. et al 1982),

En Agrostemma 5i‘thagg ge ha detectado an inhibidor glicoprotéico de las
ARNt sintetasas (Hecker, M., et al 1974).

La actividad de la alcohol deshidrogenasa de mafz es regulada por la pre-
sencia de un inhibidor protéico; el incremento en la actividad de esta
enzima durante el desarrollo de la germinacién estd asociado con el de-
cremento de este inhibidor (Ho, D.D.Hey et al 1975)»

En R. communig, el incremento en las actividades de la G6PDH y la aldola= =
sa, se ha atribuido a la activacién de las enzimas pre-existentes (Bian=-

chetti, R, et al 1965).
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2,5¢= ASPECTOS BIOENERGETICOS DE LA GERMINACION.
La semilla en estado seco manifiesta baja actividad metabdlica, su transi
cién del estado de reposo al de germinacién va aqompaﬁada por an rdpido
inecremento en la actividad biosintética dependiente de energfa; la canti-
dad de ATP disponible es an faotor limitante para la actividad biosintéti-
ca de protefnas (Marcas, A. et al 1966) y el desarrollo de la germinacién
(Ching, T.M. et al 1972).
Bl eje embrionario de trigo en estado seco contiene bajos niveles de ATP,
la mayorfa de sus adenilatos se encaentran en la forma de AMP (Oberndorf,
R.L. et al 1974); durante los primeros 20 minutos de imbibiciém los nive-
les de ATP se incrementam en mds de 100 veces (Brooker, J.C. et al 1977),
mostrando solamente ligeras variaciones durante las 15 horas siguientes
(Obendorf, R. et al 1974).
El AMP es transformado presaumiblemente via ADP a ATP (Tabla 3 ) (Brooker,
J.C, ot al 1977).

NIVELES DE NUCLEOTIDOS DE ADENINA EN EJES EMBRIONARIOS
DE TRIGO DURANTE 1A GERMINACION,

ATP ADP AMP TOTAL CARGA ENERGETICA
(nmoles/125 mg de embriones)
Secos 1 47 159 207 0.12
20 min 133 26 13 172 0.85
40 min 161 23 5 189 0.91
3 horas 250 23 8 281 0.93
5.5 h 259 24 3 286 0495

TABLA No.3
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Este rdpido inoremento no puede estar relacionado con la fosforilacién
oxidativa, ya que las mitocondrias (remanentes de la fase de reposo) no
se han estraucturado y son ineficientes para la sintesis de ATP, esta ace
tividad se incrementa a medida que la imbibicidn progresa. En este desa-
rrollo estdn involucrados aparentemente 2 aspectos: la incorporacidn a la
membrana mitocondrial de proteinas pre-existentes en el citoplasma y a la
formacién de nuevas mitocondrias (Satoy 3. et al 1975).

Aanque la actividad glicolftica en la fase inicial de la germinacién es
mayor que la del ciclo de Krebs, es diffcil que paeda contribuir signifi-

cativamente a incrementar los niveles de ATP en las primeras horas de im-

bibicidn (Mayer, A.M. 1977).
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2,6 +=FUNCION DE 1AS FITOHORMONAS DURANTE L4 GERMINACION -
las fitohormonassfcido giberdlico yacido absafsion y citooininas,partioipaa -
en el control de diversos procesos darante: la formacién y la germinacién de-

las semillas,Figs-1 , (Black,M.1980/1981),

2¢601 , CIDO GIBERELICO .=

En cebada,el fcido giberélico remanente del proceso de formacién del grano=
y el que se sintetiza: darante la gorminacién ”Iprincipalmentea en el escute =
11um (MacLeod,AM. ot al,1966) y en la regisn nodal del eje embrionario |-
(Radley,M.1967) ,difunde desde el inicio de 1la imbibicidn hacia lae c8lulas-
de  1a capa de aleurona en las que regula la producai&n y secrecién de enzie
mas hidrolfticas,ej.s amilasa (Filner,P.et al 1967),proteasa (Jacobsen, -
JVe ot al 1967 y ribonucleasa (Benmnet, Pody et al 1972),1as cuales movi =
lizan las sus;lza:r‘ioiaa de reserva del endospermo para apoyar el desarrollo =
del embrién (Chrispeels, M.J. et al 1967),(Ho, %;%&.1979) (Mozer, T.J, =
1980).

En las oélulas aisladas de la capa de: alearona,el proceso de imcremento en =
la prodaccién de amilasa,promovido por la aplicacidn de- dcido giberélico -
presenta 2 fasess Una. fase lag entre la tercera y cuarta hora (en este: perio

do,se iniocia la transoripcién del ARN mensajero que codifica para la sfnte =
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sis de (-amilasa (Mozer, T.J., 1980), y una segunda fase de ripida y -
constante acumnlacién de esta enzima después de la 12a. hora de su adi=
cién. E1 dcido giberdlico interviene en la primera fase, incrementando la «
transoripcién del ARN mensajero que codifica la sfntesis de o< -amilasa -
(Bernal- Lago, I. et al 1981). E1 incremento en la produccién de o< —ami-
lasa que se inicia después de las 12 horas de tratamiento no estd sajeto

a control transcripcional ya qae los niveles de su ARN mensajero permane=-
cen constantes entre la l4a. y 32a. hora, y la adicién de inhibidores de -
la transeripcién (cordicepina) al inicio de esta fase (12a. hora) no blo-
qaea su incremento, sugiriendo que el ARN mensajero que la codifica se -
transcribe darante las 12 horas iniciales (Ho, D.TeH: 1980).

En este tejido el dcido giberdlico promueve, adeﬁés, la formacién de retf
cnlo endopldesmico ragoso (Jones, R.L. 1969a, 1969b; Vigil, E.L. et al

32p on fosfolfpi-

1973)+ Este incremento (medido por la incorporacién de
dos de membrana, se inicia entre la 3a. y 4a. hora, alcanzando su miximo
a la 12a, hora después de sa adicién: Evins, W.H. et al 1971), puede re-
presentar un aamento en el recambio de fosfolfpidos (conversién de 1{pi-
dos almacenados a 1fpidos de membrana) mediado por dcido giberélico ya
que esta hormona incrementa la actividad de 2 enzimas involacradas en la
formacién de lecitinas la fosforil colina citidil transferasa y la fosfo=

ril colina glicérido transferasa a 1los 15 minutos después de su aplicacién,

efecto que no depende de sintesis de protefnas (Ben-Tal, Y. et al 1974),
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Como la actividad de la fosforil colima glicérido transferasa es imhibi =
da por calcio,la activacidn de esta enzima puede atribairse a la redis —
tribacién de este iém mediado por dcido gigerédlico (Ho,MeTiH. 1979). )

En embriones aislades de mafz,la adioién de dcide giberdlice predace: um -
incremento entre el 20 'y el 40% en 1a sfntesis de ARN a las 4 horas de: =
imbibiciémien el ésentellnm,e’l ABRN ri_basomal es la fraceién que se imcre =
menta en mayor propercién (Wielgat,B, et al 1974);em lechaga,la aplicaeién-
de esta hermema darante el procese de germinacién mo imcrementa la sfm =
tesis de ARN pero sf la de pretefnas y la formacién de polisemas (Feuntain-
D.H. et al 1976).

Su aseciacién cem el procese de raptura de la latencia,provieme de los =
hallazges efectnades en Cg;zlus_gvp}l@na L. en demde: la finalizaeidn de este-
periede eorrelaei‘iﬁiéoi"hn'Iicrem;;ggnen les niveles de>AGI y de=A09 en =
an range de 40 y de 300 veces respectivamente (Wllligms,?.m. et al 1974).

Sn aplicacién darante la captacién de agua a semillas latentes de 52222"
fatua predaee: un imorememte en la actividad de la glacesa-6-fesfate des =

ﬁi&bogenasduy de: la 6-fesfeglucenate deshidroéénasa (Kovacs,M.I.P, et al -

1976).
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2,6,1~_ACIDO ABSCISICO,
Darante el desarrollo de las plantas se producen cambios en la disponibi-
1idad de hormonas (conjugada/libre), asf mismo variaciones en la relacién
interhormonal, indicando que las transiciones entre las diferentes etapas
fisiolégicas pueden estar controladas por 1los niveles hormonales relati-
voss relacién activador/inhibidor (Khan, A.A. 1975). Esta relacién con-
trola la produétién de -amilasaf an las células deé:la capa de aleurona
en cebada, la adicién de Zoido abscfsico a este sistema no bloquea la se-
crecién de protefnas, pero sf regaula el efecto promotor que ejerce el £-
cido gibverélico sobre la produccién de o4 -amilasa, aparentemente a tra-
vés de 2 mecaniémos:'médiante la redaccidén del ARN mensajero que codifica
para la sfntesis dé esta enzima (a las 12 horas despuds de la adicién) y
redaciendo su tradaccién, partionlarmente en la etapa final de la seganda
fase (Thomas, J.V.H. et al 1982),
En lechuga, la sfntesis de protefnas en las etapas iniciales de la germi-
nacidn (4a. hora despuds del inicio de la captacién de @gua) es inhibida
por la adicién de dcido abscisico, este efecto es contrarrestado por cito=
cininas y dcido giberélico (Fountain, D.W. et al 1976).
Del mismo modo, en embriones aislados de trigo la sfntesis de protefnas
es inhibida por dcido abscfsico y promovida por deido giberdlico dnicamen-
te dentro de las primeras 6 horas de imbibicidn (Chen, D. et al 1970).
En glgunas especies (Rosa sp y Fraxinus americana) sl mantenimiento de la

latencia correlaciona con una concentracidn elevada de feido abscisico



57

(Jackson, G.A.D. 1968; Sonheimer, E, et al 1968).

En Sinapsis alva, el mecanismo de inhibicién de la germinacién mediado por
esta hormona estf{ abicado primariamente a nivel del control del proceso

de captacidn de agua y no en la modalacién de la sintesis de 5oidos~nucléi

cos y protefnas (Schopfer, P. et al 1979).
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2¢663= CITOCININAS,
Las' citocininas participan en diversos procesos bioldgicos, ej.: inoremeg
tan la sintesis de ARN (Chen, D, et al 1970; Kulaeva, 0.N. 1981), favore-
cen la formacién de polisomas (Fountain, D.W. et al 1976), estimulan la
citocinesis (Miller, C.0/ et al 1955), ¥ la sintesis de protefmas (Gef-
ter, M.L. et al 1969).
Como todas Yas fitohormonas, las citocininas ejercen una accién primaria
sobre la permeabilidad de la membrana, esta interaccién puede afectar la
velocidad de hidratacidén, la liberacidn de enzimas, el transporte y la
concentracién de iones, el pH, y el contenido y la disponibilidad de sas=
tratos, procesos de significancia en el desarrollo y control de la germi-
nacidén (Veldstra, H. 1944).

Un efecto répido, en segundos, de este grupo de hormonas, es el de aamen
tar la permeabilidad de las:membranas al agua ¥y a la glucosa (en membra-
nas artificialess Stillwell, W. et al 1983), y la captacidn de potasio en
los cotiledones de girasol (Ilan, I. et al 1971).
Las citocininas estimulan la germinacidn en algunas especies, eje.s en pe=-
ra. (Khan, A.A, et al 1968), en ejes embrionarios de frijol (Sussex, I. et
al 1975), y en lechuga (Fountain, D.W. 1976), efecto que es revertido por
el 4cido abscfsico en todos los casose
En mafz existe poco intercambio de citocininas entre el eje embrionario
y el escutellam durante las etapas de captacidén de agna e inicial de la.

germinacién, ' a diferencia del existente entre estos tejidos con respec-
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t0 al transporte de giberelinas (esta hormona es exportada del eje embrio
nario al endospermo durante la imbibicidn, Jacobsen, J.V. et al, 1979),
ya que a las 72 horas después de la aplicacién de 8(146)t-zeatina a. em=
briones de mafz en germinacién, el 74% del compuesto no transformado se
localiza en el eje embrionario, indicando el poco intercambio entre estos
tejidos. Su alta concentracidn en eje embrionario refleja san activo meta=

bolismo con respecto al endospermo (Van Staden, J. 1981),
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247.=PARTICIPACION DE 14 VIA DE TAS PENTOSAS DURANTE 1A GERMINACTON.

La glicélisis y el ciclo de Krebs no son las dnicas rutas oxidativas de
carbohidratos que se activan durante la germinacién (Mayer, M. et al 1980),
La via de las pentosas, tercera ruta de oxidacién e interconversién de car
bohidratos suministra a la célula diversos compuestos que son fandamenta=
les en el metabolismo intermediario: (Fig, 2 )

1) NADPH extramitocondrial

2) Ribosa-5=fosfato

3) Practosa-6-fosfato

4) 3-fosfogliceraldehido

5) Eritrosa-4-fosfato.
El incremento en la actividad de la via de las pentosas estd asociado a
diversos procesos metabdlicos: elongacién celular,en rafces de chicharo -
(sutcliffe J.F. et al 1974); sintesis de ARN y ligninas en el extremo api-
cal del hipocotilo, en Phaseolus mango (Ashihara, H, et al 1975)3 y en cé-
lalas en cultivo in vitro de Vinca rosea la mdxima actividad de esta ruta
coincide con el miximo consamo de oxfgeno y de sintesis de ARN (Kanamori,
I, et al 1979). En semillas de Avens fatua, la raptura de la latencia estd
asociada con el incremento en la actividad de la Glucosa-6-fosfato-deshi-
drogenasa (Kovacs, M.I.P, et al 1976); y en las semillas de Corylus avella
na L. la ruptara de la latencia mediante la exposicidn a bajas temperatu-
ras (Pig. No. 3 ) coincide con el incremento en la actividad de la gluco-

sa—6-fosfato-deshidrogenasa (Fig. No. 4 ) (Gosling, P. et al 1980),
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Figara No.2.-Via de las pentosas y sas relaciones con la via glicolitica.
enzimas involucradas:a=Glucosa fosfato isomerasa;b=Fosfofructocinasajc=Fruce
tosa-l,6-difosfato aldolasa;d=Triosa~fosfato isomerasaje=Gliceraldehido -
fosfato deshidrogenasajf=Fosfoglicerato cinasa;g=Fosfogliceromutasa;h=Eno-
lasaji=sPiravato cinasaj j=06FDH;keb6-fosfogluconato deshidrogenasajl=Ribalo~-
sa fosfato 3 epimerasa;mmRibosa fosfato isomerasajneTranscetolasa;O=Trans =
aldolasa. (Ap Rees,T.1980) Nota: Los ndmeros muestran la forma en gque cada

via redistribaye los dtomos de carbono de la glucosa-6-fosfato.
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Figura No.3.-Raptura de: la latencia de semillas de Corylus avellana L.me: =

diante tratamiento a baja temperatura.(Gosling,P.G. ot al 1980).
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Figura Noe.4.~Niveles de actividad de la G6FDH en Corylus avellana L.durante-

la raptara de la latencia y germinacién,(Gosling,P.G. et al 1980),
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Esta primera enzima de la via de las pentosas, cataliza la formacién de -
6-fosfogluconolactona, la cual en una seganda reaccidn es hidrolizada ya-
seg de manera no-enzimdtica o mediante la enzima lactonasa, produciendo -

se 6-fosfoglaconato (Horecker, B.L. et al 1953) (Brodie, A.F, et al 1955),
El incremento en su actividad estd asociado directamente al aumento en la =
sintesis de 1fpidos, dcidos nacleicos y a célalas en activa divisién (Pi -
lo, B. et al 1977, 1981) (Iyengar, S. et al 1981),

La determinacidn de la relacidn de accién de masas de todas las reacciones =
que conforman la vfa de las pentosas en diferentes tejidos:Hipocotilo de -
Phaseolus mango (Ashihara, Heet al 1974a,1974b); Higado de rata (Greenbaum-
AJLe et al 1971) ubicé a esta reaccidén: Glucosa=b=fosfato deshidrogenasa + =
Lactonasa, como la dnica desplazada del equilibrio (el cambio de energfa =
libre in vivo es de ~11.4 Keal, Bassham,J.A, 1973), por lo tanto; cinética=
mente irreversible (Crabtree, B, et al 1979) y con probable funcidn reguls =
toria (Newsholme, E.A. et al 1973).

Los estudios cindticos realizados con la enzima proveniente de gldndula mama=
ria de rata (Shreve, D.S. et al 1980) y de camote (Muto, S. et al 1972), in-
dicaron qne el control fino in vive de esta enzima estd determinado por la-
relacién NADPH/NADP* (Tarner, J.F. et al 1980) (La glucosa=6=fosfato,incre=

menta la afinidad al NADP+ y contrarresta la:. inhibicién que ejerce sobre -
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la enzima el NADPH (Shreve, D.S. ot al 1980), al mismo tiempoj la reoxida -
cién in vivo del NADPH incrementa el flujo de metabolitos a través de la =
via de las pentosas.(Ap Rees, T, et al 1960,;Batt, V.S. et al 1961) ).

En plantas, la via de las pentosas y la glicolisis comparten enzimas e inter-
mediarios (Ap Rees, Ts 1980. Fig. 2 ).La fructosa=6=fosfato generada en -

la vfa de las pentosas puede ingrasar a la via glicolitica § una vez trans-
formada en glucosa=6~fosfato reciclar a través de la vfa de las pentosas 6 =
metabolizarse a oligo y polisacdridos, previa isomerizacién a glucosa-l-
fosfato.

Entre los datos que apoyan la existencia de la interaccidén entre las vias -
glicolitica y de pentosas se encuentran los siguientess

l.,~ En los tejidos que presentan ana activa via de pentosas,la velocidad -

a la que se transforman en CO, la fractesa y la glucosa marcadas con 140 en-

2
C-1 y en C=6, -indica que el reciclaje esti considerablemente limitado.

(Ap Rees, T.1965).

2.=BE1 patrén de produceidn de CO, cuando se suministra =glncosa marca =

2
da en 4dtomos de carbono especificos muestira que el carbono 2 y el carbo =
no 6 son metabolizados preferencialmente idespués de: su conversién en pi =
ravato y no como, resnltade de su recirculacidn a través de la via de las=

pentosas.ip Rees,T. et al 1960.;Barrell,M.M. et al 1974.3Pryke,J.4, et al-

1976.3Stitt,M. et al 1978),
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3.~Cuando se suministra glucosa (140-1 y-14c-6), ana fracecidén de la ri -
bulosa=5-fosfato es transformada en piravato.(Ap Rees,T.1980).

El metabolismo de la glucosa a través de la vfa glicolitica predice que la-
distribucién de marca radiactiva (oarbqno-14) esti en equilibrio tanto -
en C-1 como en 0=6 en todos los compuestos sabsecuentes a las triosas -
fosfato,por su parte,el metabolismo de la glucosa a través de la vfa de =

las pentosas resultard inicialmente en un exceso de CO, eliminado de 140-1 -

2
en preferencia al eliminado de-;40-6, resaltando por 1o tanto un exceso de-
marca proveniente dbv140—6 sobre 14'c--l en la ribulosa=f-fosfato y compues: =
tos derivados (£cidos orgénicos,aminodcidos etc. Ap Rees,T. 1980),

la coantificacién del CO2 que se libera canando se suministra glucesa marca-
da con Y4¢ en el 4tomo de carbono 6 & en el dtomo de carbono 1 se ha ati —
lizado como un pardmetro para comparar la contribucién de las vias glico =
1ftica y de pentosas a la degradaciln de hexosas (Ap Rees, T, 1980), E1 re-
saltado se expresa como una relaciénzcé/clguna relacidn alta indica ana ==

activa via glicolftica,mientras que una relacidn baja indica una vfa de pen-

tosas activa.(Bloom,B, et al 1953) (Bewley, J.D. 1979).
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7 He= GERMINACTON PREMATURA,
MorfoIGgicamehte el programa de desarrollo de las angiospermas puede di-
vidirse en 3 estadios:
1.~ Fecandacién y desarrollo del embridén y de la semilla.
2.~ Detencién del desarrollo del embridn y de la semilla.
3+~ Jerminacién y crecimiento.
La detencién del desarrollo es un mecanismo genéticamente programado para
proteger al embridn de las condiciones adversas, ejemplo: anaerobiosis, -
desecacién, exceso de agna, de temperatara, etc.) darante la diseminacidn
y subsecuente germinaciéne.
En mafz han sido identificadas matantes en todas las etapas de sa progra=-
ma de desarrollo (Coe, E.H, et al 1977, Neuffer, M.G., et al 1968).
En mafz, Mangelsdorf (1923) describid y clasificé en 3 grapos bdsicos ana
serie de matantes defectaosas:
1.~ Defectuosas completass en este tipo de matantes el desarrollo del &=
valo se detiene inmediatamente después de la fecundacidne
2.~ Defectuosas parciales: en este caso el desarrollo se detiene después
de qune se ha generado ana pegaefia cantidad de endospermo.
3e= Matantes viviparas: en las cuales el embridn de la semilla madura no
ingresa al estado de latencia temporal (o detencién del desarrollo), ger-
minando prematuramente.

En este fenémeno, que se presenta también en otras especies, el embrién
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germina y_la pléntula orece a pesar de qae el cariopsis o fruto no la. ==
completado la médnrez’y adn est4 anido a la planta madre,

Se ha demostrado que la viviparidad en mifz estd controlada por alelos de
diferéntes loci (ays VP s VD,» VPgy VDgs VDgy VBgs W3y Yoo 7 3) (Robert—
son, D.S. 1955, 1961),

Todas las matantes viviparas de mafz son pleitrépicas y afectan una gran
variedad de caraoteres: clorofilas, carotenoides, tamafio de la semilla y
de la planta, latencia temporal y germinacién (Robertson, D.S. 1955).

La existencia de matantes viviparas parece indicar que el estado de laten
cia temporal es opcional, en lagar de una etapa obligatoria del desarro-
1lo (Sussex, I. 1978). Esta hipbtesis recivi§ apoyo experimental al 10=—=
grarse qne'genminaran'ﬁﬁgggggg, sin pasar por el estado de latencia. tem—
poral, embriones inmadaros ;ialados de numerosas especies (Raghaven, V., =
1976, Johri, B,M. 1982),

Se ha hipotetizado que darante la formacién de la semilla el £cido absci=-
sico promaeve la detencién del desarrollo del embrién. Sassex (1978) pro-
puso un mecanismo en el cnal la deficiencia de agna fanciona como una se-
fial que genera un incremento en la concentracién de esta hormona en los -
estadios fihaies del desarrollo de la semilla. El dcido abscfsico, acuma-
lado mediante este mecanismo, actda como un inhididor de la transoripciém,
suprimiendo , ‘a este nivel, la sf{ntesis de protefnas necesarias para:.la =
germinacién, impidiendo la viviparidad., Sin embargo, no se conocen 108 ==

mecanismos mediante los cuales el dcido abscisico ejerce este efecto.



Se han analizado los niveles enddgenos y los efectos de aplicaciones exé-
genos de dcido abscisico sobre las matantes viviparas de mafz. Las matan=
tes vp, contienen niveles normales de dcido absofsico (Robichand, C. Se =
et al 1979), mientras que las mntantgs viviparas vpz, vps, vp7, vpg, 8y y
L contienen niveles de dcido abscfsico por abajo de los valores "norma=
les" (Brenner, M.L. et al 1977). Muestran, ademds, alteraciones en la bio
sintesis de carotenoides. Esta via, a sa vez, comparte precursores con -
ana de las posibles rautas de biosfntesis de dcido abscisico (Milborrow, B.
1974)«

Las mutantes vp5 tienen dnicamente bloqueada la biosfntesis de fcido abs-
cfsico, mientras qae las matantes vp7, VPgy ¥ vp9 presentan~un doble blo-
gqueos en la captacién y en su biosintesis; a sa vez, la matante vp, Ppuede
tener aun bloqueo a nivel del receptor del gcido absofsico ya.qne no res—

ponde a la aplicacidn exfgena de esta hormona (Robichaad, C.S. et al 1980).
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340BJETIVOS,

La importancia de la via de las pentosas dentro del metabolismo interme=
diario se manifiesta por la diversidad de precursores gque genera para o=
tros procesos metabllicos: 6-fdsfogluconato (Warbarg, O. et al 1935), ri-
bulosa=-5~fosfato y ribosa-5-fosfato (Horecker, B.L. et al, 1951), sedohep
talosa=T=fosfato y triosa fosfato (Horecker, B.L. et al 1952), eritrosa-4
-fosfato, precursor de L-fenilalanina, L-tirosina, L-triptofano y sustan-
cias fenSlicas incluyendo ligninas (Higachi, T. et al 1967).

En Rioinus communis, la fase oxidativa de esta via (Figura 2 ) proporcio-
na del 51 al 68% del NADPH requerido para la sintesis de dcidos grasos
(Agrawal, P.K. et al 1971), el 50% emw Persea americana (Xikata, Y. et al
1969), y en Helianthas taberosus L. contribuye con él 60~80% del NADPH ne
cesario para la sintesis de ligninas (Pryke, J.A. et al 1977).

Darante la germinacidn y finalizacién del pgriodo de latencia se ha deseri
0 que esta ruta puede temer funciones regulatorias en ambos procesos (Ro-
berts, BE.H. 19695 19733 Mayer, A.M. et al 1966; Ashihara, H. et al 1977
Gosling, P.G. et al 19803 Kovaos, M.I. et al 19763 La Croix, L. et al 1967).
Sin embargo, 1los mecanismos mediante los cuales esta actividad es regulada
en estos estadios no se han determinado.

Los objetivos de este trabajo son:

A)Determinar los factores que regulan la actividad de la glacosa-6-fasfato

deshidrogenasa darante la germinacién)en diferentes tejidos de la semilla

)
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de maiz.
B) Determinar la importancia de esta rata metabSlica darante la germina-

cién prematara de este cereal.
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5,-MATERIALES Y METODOS




T4

5¢1+~DETERMINACION DE YA ACTIVIDAD DE GLUCOSA=6-FOSFATO DESHIDROGENASA (Korne

b@rg, A., ot 31» 1954)0

PRINCIPIO;

Bsta técnica de cnantificacién de la actividad enzimftica (prueba Sptica)
fae introdacida por Warburg (Warbarg, 0. 1936) y se fundamenta en la pro-
piedad que tienen los nucledtidos redacidos de adenina (NADH y NADPH) de

absorber laz con an pico midximo a 340 nm, mientras que sus formas oxida-

das no maestran absorcién entre 300 y 340 nm del espectro . En presencia

de exceso de sustratos, la velocidad de redaccidn de NADP? en este caso,

es proporcional a la cantidad de enzima presente.

REACCIONs

glucosa=6-fosfato + NADP*‘-*z 6-fosfogluconato + NADPH + 4
=

UNIDAD‘DE EﬂZIﬂA;
La unidad de enszima se definif.como la cantidad que cansa an cambio de =

absorcién de 0,001/min,

REACTIVOS:
1.~ Glacosa-6-fosfato 0.02M,
Sobre un bafio de hielo se agitan 522 mg de Glucosa-6-fosfato (sal de

Bario) en 25 ml de dcido acético 0.02M por 30 minutos. Adicionar 2,0 ml
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de sulfato de potasio 0.57M y se agita nuevamente por 30 minatos. Se remae
ve el precipitado de sulfato de bario por centrifugacién a 2 500 rpm: por
10 minutos. La solucidni sobrenadante se neatraliza com hidréxido de pota-
sio 0.2M y se afora a 42,5 ml.
2e= Mgclz.6H20 0.1M
3.= Amortigaador de medicidn (AM):

Glicina 0,044 pH 7.5

4.~ ¥ADP* 1250 AiM3 Solacién de Trabajo (ST).

EQUIPO:
l.- Espectrofotémetro PyE UNICAM SP 1800

2.~ Graficador AR 25

METODO (Ensayo Cinético).
INTRODUCCION,= De la expresién lineal de la ecunacidn de Michaelis-Menten

(Benacién No. 3)s

k

] 3,

le~- E 4 S~ EBES~— B 4+ P
ky ky

20~ 7 - Ymax [Sol
k

o
LN

30- VO:: k3 Eé [ﬁgl
km + [so]
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en donde:
Voe Velocidad inicial
[S}h Concentracidn inicial de sustrato

Ep

k_= Constante

3
kh' Constante

= Enzima total (E + ES)

se establece que la cuantificacidn de Vd en an sistema permitirfa conocer
la concentracién de enzima, ya que éstas son directamente proporcionales,
kh.y kj son constantes, j[so]se paede conocer de las condiciones de ensa-
yo )Clark, J.M. et al 1977).

BEl procedimiento mds simple para la medicidn de Vb consiste en utilizar
altas concentraciones de sustrato con el propésito de mantener siempre §
aproximadamente igual a [Sojlpara qae su disminacién (transformacién) du-
rante -el perfodo de andlisis sea insignificante; bajo esta condicidn, la
velocidad de reaccidn después de 5 minatos o eventanalmente 30 minantos pue
de ser ignal a la velocidad a la cual se inicib. Con el transcarso del
tiempo la concentracién del sustrato podrd llegar a concentraciones limi
tantes 0 la concentracién del prodacto formgdo inhibir la reaccién.

Si la concentracidén de [ S]que se utiliza es baja, @j.: [S]s km, 1la
velocidad de la reaccidn decreceri continaamente a medida que disminuye la
concentracién del sastrato, haciendo diffcil la estimacién de Ve

Otro parametro que es indispensable establecer experimentalmente es la

cantidad de enzima a la cnal se obtiene la actividad méxima y constantesen
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este rango se encuentra la concentracién de enzima Sptima para el ensayo .
El ensayo cinético consiste bdsicamente en medir la velocidad de la reac-
cién de manera ocontinna. La ventaja fundamental de este método con respec
t0 al andlisis de tiempo fijo es que nos permite la observacidn de la li-
nealidad o no linealidad de' la respuesta en funcién del tiempo, para lo
cual an equipo con graficador integrado es indispensable.

La principal prueba para la medicién de V;‘ consiste en an andlisis gri-
fico y:pontinno de la velocidad de la reaccidn para observar si ésta es
funcidn lineal de la concentracién de la enzima; este anilisis deberd ser
aplicado a todos los ensayos en donde se atilice la velocidad de la reac=

cién para medir la concentracién de la enzima (Clark, J.M. et al 1977).
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PROCEDIMIENTO

Para determinar las condiciones de mediocidn se efectud la cuantificacidn
de la actividad enzimdtica en fancidn de:
A) Concentracién de glucosa~-b6-~fosfato
B) Concentracién de NADP'
C) Cantidad de proteina
bajo los siguientes caadros de reaccidn:
1= CUADRO DE REACCION CORRESPONDIENTE A LA GRAFICA DE ACTIVIDAD ENZIMA-

TICA ~ CONCENTRACION DE GLUCOSA=-6-FOSFATO (Pig. 5 ).

VOLUMEN! CONCENTRACION

Amortignador de Medicidn (aM) 0.5 ml 0.0060M
(glicina 0,044 pH 7.5)
MgCI‘2,6H20 (0.1M) 0.3 ml 0,01 M
Glucosa-6-fosfato 0.02M Variable Variable
Extracto enzimdtico 0.5 ml
Constante
Agna, CebeDo 3.0 ml
NADP® 1250) M. 0.3 ml 1254
Constante
Volumen final 3.0 ml

CELDA: de cuarzo de 1 cm de paso de luz
TEMPERATURA: 30°C

LECTURAS: 1 lectura/min

VELOCIDAD DEL PAPEL: 1 miv/om |
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TIEMPO DE LECTURA: 5 minatos para cada determinacién

LECTURA -DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA: Esta se obtuvo mediante el cdlculo de
la diferencia entre las pendientes (cambio de absorcién a 340 nm en 5 mi-
natos) entre el problema y el blanco.

Todos los reactivos se mantuvieron a 30°C con excepcidn del extracto enzi
mftico,que se mantavo sobre hielo. La reaccién se inicid con la adicidn
de NADP+, se prepard an blanco de reacciibn, al cnal se le adiciond gluco~
sa=6=fosfato.

FUENTE DE LA ENZIMA:

0.5g de embriones (escutellum + eje embrionario) de mafz en estado seco
(germen 860 = 1373 = pool dent) fueron homogeneizados atilizando el pro-
cedimiento desorito para la obtencién del extracto enzimdtico; .previo a
la centrifagacién se aferd a 20 ml con la solacién (AH); después.de la
centrifugacién se dilay$ 1:5 con la solacién (AM), esta dilncién consti-

tayd el Extpacto Enzimftico utilizado en el Cuadro de Reaccién anterior.
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Figura.5.~Actividad enzimitica a diferentes concentraciones de Olucosa=6-

fosfato.
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2.~ CUADRO DE REACCION CORRESPONDIENTE A LA GRAFICA ACTIVIDAD ENZIMATICA

- CONCENTRACION DE NADP* (Fig. No.6 ).

VOLUMEN CONCENTRACION

Amortiguador de Medicién (AM) 0.5 ml 0.006M

(glicina 0.04M pH 7.5)

MgCl,s6H,0 0.1K 0.3 ml 0.01M

Glucosa=6-fosfato 0.02M 0.3 nll 2 000 M
constante constante

Extracto Enzimdtico 0.5 ml

Agua, CebeDe 3 ml Variable

NADP* 1250 ¥ Variable  Variable

Volamen finél 3.0 ml

CELDAS: cuarzo de 1 om de paso de luz

TEMPERATURA: 30°C

LECTURAS: 1 leotara/min

VELOCIDAD DEL PAPEL: 1 min/em

TIEMPO DE LECTURA: 5 mintuos para cada determinaciénm,

LECTURA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA: Esta se obtuvo mediante el cdlcu-
lo de la diferencia entre las pendientes (cambio de absorcidn a. 340
nm en 5 minutos) entre el problema y el blanco.

Todos los reactivos se mantavieron a 30°G con excepcién del Extracto

Enzimdtico, que se mantavo sobre hielo, La reaccidn se inicié con 1la
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adicidén de NADP+, se preparé an blanco al cual no se le adicioné gluocosa
-6=-fosfato. ‘

FUENTE DB LA ENZIMA:

0.5¢ de embfiones (escutellam + eje embrionario) de maiz en estado seco
(germen 860 - 1373~ pool dent) fueron homogeneizados utilizando el proce-
dimiento descrito para la obtencién del extracto enzimdtico. Previo a la
centrifugacién se aforé a 20 ml con la solaucién (AH) y al final de la mis
ma se dilay8 1:5 con la solucidn (AM). Bsta dilacién final constitayé el

Bxtracto Enzimftico atilizado en el cnadro de reaccién anterior.
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Figura.6.~Actividad enzimdtica a diferentes concentraciones de NADP*
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3= CUADRO DE REACCION CORRESPONDIENTE A.LA GRAFICA ACTIVIDAD ENZIMATICA

~ CANTIDAD DE PROTEINA (Fig, No. 7 ).

VOLUMEN CONCENTRACION
Amortiguador de Medicién (AM) 0.5 ml 0.006M
(glicina 0.0MM pH 7.5)
M3012-6H20 0.,1M 0.3 ml 0.01M
Glucosa=6=fosfato 0.02M 0.3 ml 2000 MM
Constante Conatante
Extracto Enzimdtico Variable Variable
Agua, c.bepe 3.0 ml Variable
NADP® 1250 uM- 0.3 ml 125 UM
Volumen final 3.0 ml

CELDAS: cuoarzo:1l cm de paso de luz

TEMPERATURA: 30°C

LECTURAS: 1 lectura/min

VELOCIDAD DEL PAPEL: 1’ min/cm

TIEMPO DE LECTURA POR DETERMINACION: 5 minatos

LECTURA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA: Esta se obtuvo mediante el cdlcu-
lo de la diferencia entre las pendientes (cambio de absorcidm a 340
nm en 5 minatos) ®ntre el problema y el blanco.

Todos los reactivos se mantavieron a 30°C con excepcién del extracto

enzim{tico que se mantavo sobre hielo. La reaccién se inicid con la
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adicidn de NADP+; se prepard un blanco al cual no se le adiciond glucosa

-6=fosfato.

FUENTE DE ENZIMA¢

0.2g de ejes embrionarios de mafz en estado seco (zermen 860-1373-pool-
dent) faeron homogeneizados utilizando el procedimiento descrito pars.la
obtencién del extracto.

Aforo total del Extracto Enzimdtico: 10 ml
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CONDICIONES DE MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDRO-

GENASA DE LOS DiFERENTES'TEJIDOS DE LA SEMILLA DE MAIZ.

De los resultados obtenidos en los afialisis efectnados para el estableci-
miento de los pardmetros de reaccién de la actividad enzimdtica se seleo-
cionarom los valores considerados como Sptimos, mismos que se resumen en

el siguiente cuadro:
CUADRO DE REACCION CORRESPONDIENTE A LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

VOLUMEN CONCENTRACION

4  Amortiguador de Medicién (AM) 0.5 ml 0.006M
(glicina 0,044 pH 7.5)
MgCl,.6H,0 0.1 0.3 ml 0,01H
Glacosa=6=-fosfatey 0,02M 0¢3 ml 2000 wu-
Extracto Enzimitico 0.3 ml
Agua 1.0 ml
NADF* 1250 MM 0¢3 ml 125 u

Conservandose las mismas condiciones y procedimientos descritos durante:
la optimizacién de los pardmetros de medicidn; estas condiciones permiten
obtener linealidad en la actividad enzimdtica con respecto a la concentra=-

cidn de enzima hasta dna cantidad equivalente a 600 iLg de proteina (rig.

No. 7 )0
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PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO DE LOS DIFERENTES TEJIDOS DE LA SEMI-

LLA DE MAIZ PARA IA CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE IA GLUCOSA~6=FOSFA=

I0 _DESHIDROGENASA-DURANTE LA GERMINACION.Y MADURACION DEL GRANO,

REACTIVOS:
1.~ Amortignador para Homogeneizacién (AH)
50 mM' KC1
10 m MgCl,+6H,0
100 mM Glicina
30 mM Mercaptoetanol (adicionar al momento. de la homogeneizacién).

Ajustar el pH a 7.5 con HCl,

EQVUIP():

1.~ Homogeneizador "Politron",

2+= Ultracentrifuga "Spinco" Modelo L50
3¢= Rotor Ti 40

METODO¢

En una cdpsula de procelana colocada sobre an bafio: de: hielo y auxilidndo-
ge con an bisturf,se separan los componentes del embrién de mafz: eje em=
brionario y escutellam (20 semillas por determinacién), se homogeneizan
por separade atilizando an volumen de 5 ml de la solacién (AH) a veloci-
dad mfxima (escala 10) en el homogeneizador "Politron" por 10 segundes em

frfo. Se afora con solucidn (AH) a 10 ml y se centrifuga a 22 000' rpm du-
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rante 20 minatos a 4°C. E1 sobrenadante dilafdo 1:10 con la solucién (am)
constituye el Extracto Enzimftico. Por la labilidad intrinseca de la enzi-
ma (Levy, HoR. 1979), la determinacién de sa actividad deberd efectuarse

inmediatamente.
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS (Lowry, O.H. 1951),

REACTIVOSs
At Carbonato de sodio al 2,04 en NaOH 0.1N
Bs CuS0,.58,0 al 1.0%
C: Tartrato de sodio y potasio al 2.0%
Dt Solucién protdica de referemciat albémina sérica bovina 1 000’)13¢ﬁ1
BEs Voldmeones iguales de las soluciones B y C.
Pt Para cada 50 ml de la sol, A agregar 1 ml de la sol. E
Gs Dilaucién de 3 ml de reactivo de Folin-Ciocaltean (Merck) con 4.5

ml de agua.

EQUIPO:
1l,- Centrifaga clinica

2.~ Espectrofotémetro Carl Zeiss PMQ II

3+~ Celdas de cuarzo de 1 om de laz

HETODO.~

1.~ TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS:

Para eliminar los componentes del extracto enzimdtico que interfieren en

la determinacién (!4 -mercaptoetanol, compuestos fenélicos, etc.), se pre
cipitaron las protefnas mediante la adicién de dcido tricloroacético al —
10% (concentracién final), conservdndose darante 24:horas a 5% y separdn
dose por centrifaugacidn a 2 500 rpm darante 10 minutos en la centrifuga ——

clfnica. Se resaspendieron con 1,0 ml de solucidn de glicina 0.04M pH 13.
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2.~ DETERMINACION DE LAS PROTEINAS,

A 0,1 ml del reactivo D (referencia) o de la solucién de protefnas de las
nuaestras obtenidas mediante el procedimiento anteriormente descrito, se =
le adioionaron 0.4 ml de agua, 1.0 mi de NaOH 0.1N y 4 ml del reactivo F;
10 minatos despuds se le agregan 0.4 ml del reactivo G, dejéndose en re=-
poso por 30 minatos a temperatura ambiente. para posteriormente leer sa -
absorcidn a 750 nm. Bl resultado se interpola en la grifica de la figura

No. &0
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542.~ DETERWINACTON DE L4 RELACTON C/C, DURANTB 14 IMBIBICTON EN DIFERENTES

TEJIDOS DE LA SEMILIA DE MAIZ, (Kanamori, I. et al 1979).

FUNDAMENTO ¢

En semillas, una estimacién aproximada de las actividades relativas de las
vias glicolftica y de pentosas se puede obtener mediante la comparaciién
de su capacidad de degradar gluoosa-é-;4c y glaoosa-la;4€.

Esta técnica consiste esencialmente en la captacidn y cuantificaciién del

14
002

sa, este resultado expresado en forma de relacién (06/01), proporciona -

que se libera de las posiciomes C-1 y C-6 de la molécula de gluco-

na medida de la actividad proporcional de ambas vfas metabblicas: una re-
lacién alta indica una via glicolftica activa, mientras gqune ana relacidn
baja estd indicando que la via de las pentosas es la mis aotiva:(Bewley,
J.D. 1978). No obstante que existen alganos factores que limitan la apli
cacién de la relacién anterior, entre €stos se encuentran principalmente:
la cantidad de glucosa que es utilizada para la sintesis de oligo y poli~-
sacdridos, el efecto de recirculacién en la vfa de las pentosas (Fig. No.
2 ) y la proporcién de triosas que son movilizadas para la sintesis de
dcidos orginicos, aminodoidos, etc. (AP Rees, T. 1980). Esta relacién es
considerada vdlida para medir la proporcionalidad en la degradacidn de
carbohidratos de las vias glicolftica y de pentosas (Bewley, J.D. 1978).
La cuantificacién de esta relacién durante la raptura de la latencia en

semillas de Avena fatua (Simmonds, J.A. et al 1971) y cebada (Robeits, E.
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H, 1973) mostré ana baja relacién 06/01, indicando que la via de las pen~
tosas en estos granos préximos a germinar estf{ mds activa que la via gli-

colftica (Bewley, J.D. 1979).

REACTIVOS:
le= D-(1-14C) Glucosa.
Sol. acuosa en etanol al 3.0%
61.1 meci/mmol
250 moi (1.85 MBy)
The Radiochemical Centre.
Amersham, England.
2.-&D~(6—140) Glacosa.
Sol. acuosa en etanol al 3.0%
56.4 moi/mmol
250 Mei (1.85 MBYy)
The Radiochemical Centre
Amersham, England.
3e= Liqgido- de Bray.
A) Composicidn:
4 g de PPO (2,5- Difeniloxizol)
0.2 g de POPOP (Dimetil=2,2-fenilen-bis=(5-feniloxizol), dimetil
60 g naftaleno
20:ml de etilenglicol

100 m1l de metanol
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Llevar a an litro con 1,4 Dioxano.

B) Preparacién:

Inicialmente se adiciona al naftaleno aproximadamente 250 mI de: 1,4
Dioxano y en orden sncesivo los demds reactivos. No adicionar mds 1,4
dioxano hasta disolacién completa de los componentes de la mezola.
4.~ Amortiguador de Imbibicidn (AI):

Tris (Hidroximetil)-Aminometanoy 50 mM

MgCl,+6H,0 10 mM
KC1 50 mM
Sacarosa %
PH 706

5.~ KOH al 30%
6.~ Etanol al 80%

Te= Papel filtro Wathman No. 42

EQUIPO:
l.- Respirémetro de Warburg .

2,~ Contador de Centelleo Ligquido LS9000 Microprocessor 8ontr611éd Beck-
mane.

3e= Viales de vidrio de 10 ml de capacidad para contador de centelleo.,
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DETERMINACION DE 1A RELACION C 6/01 EN EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ.
PULSO DE O - 1 HORAS:

METODOLOGIA
Aoxilidndose con an bistarf se separa el eje embrionario de las semillas
secas de maiz, se pesa un poblacién de 20 y se colocan en an matraz de
Warburg de 15 ml de capacidad, adiciondndoles ] ml de la solucién (AI) y
una cantidad de cloranfsnicol equivalente a una concentracién finsl de
10 g/ml, mds 5 1 de la glucosa marcada respectiva (1.7 X 106<opm); se
ingtalan 3 abanicos de papel Watman No. 42 en el pozo central del matraz,
preincubindose sobre un bafio de hielo por 30 minatos, al final de egte:
perfodo se le adiciona a los abanicos de papel 0,3 ml de KOH al 304 y se
instala el matraz en el bardmetro colocindose el tapén en su brazo late—
ral (cerrdndose el sistema). A partir de este momento se incuban a 30°C
por 1 hora con agitacién (aproximadamente 60 oscilaciones por minuto), al
término: de este perfode se sacan los abanicos de papel del pozo central
¥y se colocan dentro de aun frasco vial de vidrio conteniendo 10 ml del 1i
quido de Bray y se procede a contar la radiocactividad captada como K2003.
Se lava el tejido con 100 ml de agna y se coloca en 10 ml de etanol al
80% conservéndose a =10°C’ para la extraccidn de sus carbohidratos solu-

bles,
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DETERMINACION DE 14 REIACION G,/C, EN BJES ENBRIONARIOS DE MAIZ,

PULSO DE 5 - 6 HORAS,

METODOLOGIA.

El procedimiento para este lapso de imbibicidn fue el mismo que se empleo =
en la evaluacidn de la relacién Cé/ci darante el pulso de O = 1 horas,cone
las signientes modificaciones inherentes a este_periodo:

El tejido se incubd con agitacidén per 5 horas en el sistema de warbarg a -
'bierto-a la atmésfera (sin el tapén en el brazo lateral del matraz),la adi-
cién de la glucosa marcada respectiva al medio de imbibicién ¥y €1 KOH al =~
30% gsobre el papel filtro del pozo central se efectud al final de este pe -
riodojinmediatamente después se cierra el sisﬁema colocando el tapbn en el=
‘brazo lateral del matraz y se incuba por espacio de una hora mas.

Para la evaluacién de la radiactividad,lavado y conservacién del tejido,se -
procedid de manera similar al experimento efectaado para evalaar la relacidn-

06/61 darante el pilso de' O = 1 horas,
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DETERMINACION DE IA RELACION C/C, EN EMBRIONES DE MAIZ,

PULSO DE O = 1 HORAS,

PULSO DE 5 — 6 HORAS.

METODOLOGIA s

Unicaqente se efectuaron dos modificaciones en el procedimiento para de: =

terminar esta relacidn con respescto al untilizado en los mismos periodos =

en e jes embrionarios:

1,~Ndmero de embriones (Escutellum + eje embrionario) aislades por deter =
minacién: 13, Esta poblacién distribuida en el fondo del matraz,permite =

que el tejido siempre se mantenga en contacto con la solucién de imbibi -

cibn,evitandose saperposiciones de la muestra.

2=Voldmen de amortignador de imbibicién: 1.3 ml .

Previo a la extraccién de los carbohidrates solubles de estas muestras,se: -
separaron los tejidos y se les denomind respectivamente:Eje embrionario =

unide y Escutellum unide .
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DETERMINACION DE LA RELACION GG/CI EN _ESCUTELLUM DE MAIZ,

PULSO DE O - 1 HORAS,

PULSO DE 5 - 6 HORAS,
METODOLOGIA¢

Unicamente se efectuaron dos modificaciones en el procedimiento para de -
terminar esta relacién con respecto al utilizado en los mismos periodos -
en ejes embrionarios:

l.~Ndmero de escutellum aislados por determinacién: 13 .Esta poblacién dise
tribaida en el fondo del matraz,permite que el tejido siempre se mantenga =
en contacto con la solucidén de 1m$ibici6n,evitandose»superposioiones de =
las maestras.

2.,=~Voldmen de amortiguador de imbibicidéns 1.3 ml ,
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5.3.-EFECTO DE ACIDO GTBERELTCO,CINETINA Y ACTINOMICINA-D SOBRE LA ACTIVIDAD -
DE 1A OLUCOSA-6-FOSPATO DESHTDROGENSA DURANTE LA GERMINACTON EN EWBRTO -
NES AISIADOS DE MATzZ,

REACTIVOS:

l.=Selacién Natritiva. (SN)

Sadpr‘Sa %

KC1 50 mM
MeCl, 68,0 10 mM
Akmercaptoetanbl 5 mM
ol 1.5
Estreptemicina 10 g/ml

2.-Acide giberdlice.
3.~Cinetina.
4.=-Actinemicina~D.

5.=Les necesarios para la determinacién de la actividad enzimdtica.

MATERTAL BIOLOGICOs Gérmen 860-1373 peel dent.

HATERIAL Y EQUIPO:

Tedo ol necesarie para la ebtencién del extracte enzimdtice y la cuanti -

ficacién de la actividad de la glucesa-6-fesfate deshidregenasa.
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PROCEDIMIENTO:

Utilizande matraces erlenmeyer de 10 ml se incaban a 37°e per 20 heras,-
cen agitacién (60 escilacienes / min) y en la escuridad 0.4 g de embrienes-

afiadiendeless1.0 ml de la selucién natritiva y las cantidades respectivas -

de hermena y antibidtice:

Acide giberélice 63 g/ml
Cinetina 40 g/ml
Actinemicina-D 294 g/ml
Centrel 0.7 ml de la sel.natritiva.

Se tapan con algeden y al final del periode de incabacién se lava el teji -
do cen la selacién (AH) y'se procede a la obtencién del extracto para caan =

$ificar la actividad enzimdtica, ' '
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todem EEEC?O DE

-AMANTTINA Y CICLOREXTNIDA SOBRE IA ACTIVIDAD DE LA GLUCOSA=6-
‘FOSFATO DESHTDROGENASA DURANTE LA OERMINACION EN BJES EMBRIONARIOS ATSLA-

“DOS DE MAIZ.
REACTIVOS:

Les utilizades para la.determinacifn del efecte de hermenas sebre la acti -
vidad de la glucesa-6-fesfate deshidregenasa.ys

l,= amanitina,

2,~Cicleheximida,

3,=Les necesaries para la determinacién de la actividad enzimdtica.
MATERTAL BTOLOGICOs

TLAXCALA VS 22E (Chapinge 1979)

MATERIAL Y EQUIPOs

Tede el necesarie para la ebtencién del extracte y la cuantificaci‘n de la =

actividad enzimftica,
PROCEDIMIENTO

Utilizande matraces erlenmeyer de 10 ml,se incaba a 37% per diferentes: —
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tiempes de germinacién (6-12 heras),cen agitacién (60 escilacienes/min) -
¥ en la escuridad 20 ejes embrienaries afiadiendeless 1.0 ml de la selaciéne

natritiva ¥ las cantidades respectivas de antibidtices

Cicleheximida 10 - 100 g/ml
o amanitina 10 g/ml
Centrel 1.7 ml
Vel.final = 1.7 ml

infiltrandese: al vacie per 60 segundes,se: tapan cen algeden y al final dele
periede de de incubacién respective se lava el tejide cen selucién (AH) y =
se precede a la ebtencién del extracte para la cunantificacién de la acti -

vidad enzimitica.
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Se5e= ESTIMACION DE LA PROPORCION DE RADIACTIVIDAD INCORPORADA EN CARBOHIDRATOS =

SOLUBLES EN LOS TEJIDOS 4 LOS QUE SE RS DETERMINO LA RELAGION C,/C, .

FUNDAMENTO ¢

Uno de los mejores procedimientos para la medicién de la actividad de la -
via de las pentosas en plantas,consiste en la aplicacién ds>g1ucosa—1—14c -
-2-;40, ¥y -3-140 y determinar posteriormente la distribucién de marca en -
hexosas-fosfato y pentosas-fosfatojesto en funcién de las dificaltades -
expresadas anteriormente para la estimacién de las actividades relativas =
de las vias glicolitica y de pentosas basadas exclusivamente en la medicién-
de: 1a relacién .c6/c_1 (Ap Rees,T. 1980).

Dado que este método presenta enormes dificnltades técnicas (la cantidad -
de los compnestos ciiados'es may peqaeﬁa);una de las soluciones es la de -
terminacién de la distribucién de marca radiactiva en compuestos relaciona=-

dos. (Ap Rees,T, 1980)
METODOLOGIAS

A) o= EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS. SOLUBLES : (Ortega~D.M.L. et al 1979).

REACTIVOS:
1.=-Etanol absolate.

2 =Etanol 80% .
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3e=Tungstato de Sodie 10%,
4e=Acido salfdrico 0.66 N,

5e=~Bicarbonato de sodio.

MATERIAL Y EQUIPO,.

l.~Equipo Soxhlet 250 ml,

2.=Rotavapor,

3.-Papel Whatman Mol 1 .
4+=Ultracentr{fuga "Spinco" Modelo L 50 .

Se=Rotor Ti 40 .

PROCEDIMIENTO.

Bl tejido (conservado en etanol al 80% y a — 10°C) se somete a eballicidn =
por 10 minatos,al final de estte periodo se filtra y se conserva el filtra -
do (extracto # 1);posteriormente se procede a macerrar el tejido en un mor-
tero,al término de esta operacidn se filtra conservandose el filtrado (ex =
tracto # 2 );el macerado se coloca en un cartucho de papel whaimanaﬂa; I ym-
despuds de colocarlo dentro del equipe soxhlet se somete a reflajo por espa=-
cio de 6 horas,el concentrado (extracto # 3) se reune con los extractos -

# 1y # 2y se concentran hasta an voldmen de ¥ 10 ml en un rotavapor a 60 =

170%.,
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Para cada 10 ml del extracto concentrado anterior se: le adicionan:2.,0 ml -
de tangstato de sodio al 104 y 2.0 ml de 4cido salfdrico 0,66 N y seman =
tiene en reposo a 4% por 12 horasjse neutraliza con bicarbonato de sodio=
¥y se centrifaga a 20 000 rpm por espacio de 20 minatosyel extracto final =

0
se conserva a =20 C,
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o6¢~ CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL EN PLACA FINA DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES,

(Lewis,B.As et al 1969).

REACTIVOS:

CARBOHIDRATOS DE REFERENCIA,
1l.=Ribosa

2.=0lucosa

3.~Sacarosa

4e~Fractosa

5e=Manosa

6e=Maltosa

To=Elayente para la primera dimensiénsAcetonasigua (90:10)
8.,-Elayente para la segunda dimensidnsAcetonasAguasCloroformosMetanol -
(7525210310).
9.~Cromatoplacas de silicagel 60 (Articulo 5721 Morck),dimensioneszzo X 20 =
centimetros:y 0022 mm de espesor de la capa de absorbente,
10,~Revelador: "Ftalato de anilina®
Preparaciéns
En an embndo de separacién se adicionan 200 ml de n-butanol y 40 ml de agua-

gse agita y una vez decantada la fase acuosa se adicionan 3.2 g de icido =
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ftdlico y 0.9 ml de anilina.

MATERIAL Y EQUIFPO:
l.=Microjeringa de 50 ul .

2.~Cémara de vidrio para cromatografia en placa fina (25 x 25 x 15 om ).

PROCEDIMIENTO:

PRIHERA DIMENSION

En ana cdmara de vidrio saturada por espacio de 12 horas con el eluyente =
respectivosAcetona~agna (90-10),se coloca una placa de silic¢agel 60 pre -
viamente activada por 5 min a 100°C a 1a cual se: le ha aplicado en un pun =
to cuyas coordenadas sons2.0-2.5 om, tomando como origgh el vérticeaizquier~-
do de la placa uan volumen de IOQ/wl de la mezcla de carbohidratos de refe -
rencia (10 Mg cada uno).Se permite el desarrollo de la cromatograffa hasta -
qae el freante del eluyente alcance una distancia de 3 mm abajo del extresmo =
saperior.

SEGUNDA DIMENSION.

En ana cdmara de vidrio satarada por espacio de 12 horas con el eluyente =
respectivesace tona=agna=cloroformo-metanol (75:5:10:10),se coloca la placa=
anteriormente desarrollada haciendola girar 90° hacia la izquierda.Se per =

mite el desarrollo de la cromatografia hasta que el frente del elauyente —
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alcanza una distanocia de 3 mm abajo del extremo superior de la placa.Se seca=
al aire y se aplica el revelador,activando la reaccidn a 100°C por 10 mina -

tos,

UBICACION DE 105 CARBOHIDRATOS DE REFERENCIAs

Los carbohidratos aislados y revelados mediante el procedimiento anterior,ey

se localizan sobre un sistema de coordenadas cartesianas. (fotograffa # 1 )

CUANTIFTCACION DE LA:MARCA RADIACTIVA INCORPORADA A CARBOHIDRATOS SOLUBLES

REACTIVOS: .

le=Lfqunido de Bray.(Preparado de manera similar al utilizado en la técni -
ca de cuantificacién de la relacién 06/cl.pég.94 )e

MATERTAL Y EQUIPO:

1e=Cromatoplacas de silicagel 60 (Articalo 5721 Merck).

2e=Microjeringa de 5 1.,

3.-Cémara de vidrio para cromatografia,

4.=Bisturi.

5.=Contador de centelleo liquido "Packard" modelo 3255 Tri-Carb.
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PROCEDIMIENTO¢

Sobre el extremo izquierdo de una placa de silica gel 60 se aplican en un-
panto cuyas coordenadas sons2,0=2,5 cm IOOyul de> 1a muestra. de- carbohidra=
tos solubles (obtenidos a partir de los tejidos a los que se: les determi -
nd la relacién 06/01 segin el método descrito en las pdginas:104=106 ) .
Se efectia el desarrollo de la cromatograffa en las dos dimensiones descri -
tas y: al final de: 1a misma se localizan los carbohidratos solubles mediantew
su abicacidén en el sistema de coordenadas cartesianasyse transfiere a an =
frasco vial de vidrio el gel ubicado en una drea.cuyo radio es de 1,5 om -
alrededor del punto de localizacién del carbohidrato respectivo,se le adi -
cionan 10 ml de 1f{quido de: Bray y se procede: a cuantificar ia radiactivi =

dad incorporadae
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o7+ EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE IA GLUCOSA-6=
FOSFATO DESHIDROGENASA .

REACTIVOS

Les necssaries para la determinacién de la actividad de glucesa=b=fesfate =

deshidregenasas

MATERTAL BIOLOGICO: Tlaxcala VS 22 .

MATERIAL Y EQUIPO;

El ntilizade para la ebtencién del extracte y la cuantificacién de la acti -

vidad enzimdtica.
PROCEDIMIENTO:

A) +=EXTRACTO ENZIMATICO: Se homogoneizaron 0.32 g de ejes embrienaries,ati -
lizande el precedimiente descrite cen anterieridad.Pig. g8

Para la evaloacién de este efocto,qevutiliz‘ el extracte sin efectuar la =
dilacién 1:10 cen la selnoién (AM) que se menciena en la elaberacién del =

extracte para la determinacién de la actividad enzimidtica durante la germi -
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nacién.Pig. 89

B) .-CUANTIFIGAQION"DE 14 ACTIVIDAD ENZIMATICA.-

Le: determinacién de la actividad enszimftica se efectad baje las cendicie -
nes éptimas determinadas cen anterieridad.Pdg. 86 centra veldmenes cre =

cientes de extracte enzimitice. (" ‘
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+8,~ CROMATOGRAFIA DE FiLmRAQION EN GEL DE IAS PROTEINAS QUE PRECIPITAN CON -

SULFATO DE AMONIO AL 70% DE EJE EMBRIONARTO SECO Y DETERMINACION DE SU -
CAPACIDAD DE INHIBIR A L GLUCOSA —6-FOSFATO DESHTDROGENASA DE ERITROCITO-

HUMANO, (Determan,H. 1969). (Fige 17 ).

REAG?IVOS!

le~Les atilizades para la determinacién de la actividad de: 1la glacesa~6 -
fesfate deshidregenasa ¢

2.=Sephadex G=200

3.=Sulfate de amenie,

4e.=Selacién salina iseténica.

Se=Eritrecites humanes,.

6e~Azul de dextrane-2000.

MATERIAL Y EQUIPOs

I.SEi.utilizédb para la ebtencién del extracte y la caantificacién de la -
actividad enzimitioa 43

1.-Hemegeneizaden Petter~Elvejhem (teflén-vidrie).

2,~Colecter de: fraccienes "LKB",

3.=Columna "Pharmacia™ (1.0 x 0,02 m).

MATERTAL BIOLOGICO:

Plaxcala VS 22 E (Chapinge 1979).
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PROCEDIMIENTOS

Al extracte enzimdtice (40 ml) ebtenide de: 1a hemegeneizacién de: 1.0 g de -
eje embrienarie sece se le inactiva la glucesa=-6=fesfate deshidregenasa =
mediante tratamientes alternes de cengelacién (=-45%)-descengelacién a tem-
peratura ambiente (eperacién que se repite 4 veces),se ajusta al 704 cen -
salfate de ameniejel precipitade pretéice ebtenide después de' centrifugar -
a 22 000 rpm per 10 minutes se resaspende: cen 3.0 ml de la selucién (aAM) y -
se aplica & una celamna de: sephadex G-200 (equilibrada cen 1la selacién AM) =
se celectaren fraccienes de 2,0 ml y se les determiné la capacidad de inhi =
bir a la glacesa-b6-fesfate deshidregenasa de eritrecite hamane,extracte que~
se ebtave despnés de lavarles 4 veces cen selucién salina iseténica.y 1li =
gsarles con 1a selucién (aM) auxilinadese: cen un hemegeneizader tipe "Po -

tter ~Elve jhem".
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+9.~ GRADIENTE DE SACAROSA : 5-20% DE 14S FRACCIONES DE LA COLUMNA DE FILTRAZ
CION EN GEL QUE MOSTRARON CAPACIDAD INHTBITORTA CONTRA LA GGFDH DE ERITRO~
CcITo HUMANO, (P16, 18 ) ,

REACTIVOS:

l.=Les antilizades para la determinacién de la actividad de la G6FDH .

2 ,<Extracte enzimdtice de mafz:Tlaxcala VS 22B (Chapinge 1979) de 6 heras -
de germinacién,

3.=Sephadex G=10,

4.=Sacaresa para gradientes,

5.-Marcaderes pretéices d® PMsAlbdmina sérica bevina,Mieglebina e Inhibi -

der de tripsina de seya.

MATERIAL Y EQUIPOs

1.-E1 atilizade para la ebtencién del extracte enzimdtice y la cnantifica -
oién de la actividad de la G6FDH,

2.,~Ultracentrifuga "Beckman" Medele 1~75.

3.~Roto# SW 40.

4.~Instrumente formader de gradientes,

5e~Bemba peristdltica "Buchrer",

6.~Tabes para centrifuga de Nitrate de celulesa.
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PROCEDIMIENTO

Las fraccienes pretéicas celectadas de: la celumna de: filtracién en gel -
(Sephadax G-200) ‘que mestraren capacidad de inhibir a la G6FDH de eritre-
cito‘humsno,se"concentraron hasta an velumen de 3,0 ml mediante la adiciéne
de sephadex G-10,Pesteriermente se: celecan 0.5 ml sebre la parte superier-
de an gradiente de: sacaresa 5-20% (triplicade) y se semete a centrifuga -
cién per espacis de 18 heras (Reter SW 40,38 000 rpm ¥ 4‘c),:1 final de =
1a misma y haciende una punci‘n“qn la parte saperier del tube;se celecta-
ren fraccienes de 1,0 ml & las que se: les prebd la capacidad de inhibir
a la G6FDH de mafes (Tlaxcala VS 22E),
Paralelamente y en an caarte tnbo,se~adicionaroﬁ,100/Mg de cada una de las =
sigunientes preteinass

Albdmina sérica bevina (PM 68 000)

Mieglebina (P¥ 16 000)

Inh.de: tripsina de: seya (PM 20 000)
Ceme marcaderes de> pese melecular para la determinacién del pese melecu =

lar apreximade de las fraccienes cen capacidad inhibiteria.(Fig 19 ) .
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PROTEQLISIS CON TRIPSINA DE IAS FRACCIONES DEL. GRADIENTE DE SACAROSA ~

5-20% QUE PRESENTARON ACTIVIDAD INHTBITORIA CONTRA LA G6FDH ,

Este ensayo se efectud en las siguientes etapas:

1,~Determinacidn de la actividad prqteolItica de: 1a tripsina mediante la =
caantificacién de los aminoicidos liberados (Russo,S.F. ot al 1977),(Lee,-
Y.P. et al 1966).

2.=Bvalaacién de la capacidad del inhibidor de tripsina de soya de inhi =
bir a la tripsina.

Lo anterior con el propésito de adecnar el sistema de reaccién en donde -
se: 1levd a cabo la degradaci&n proteolitioa de las fracciones del gradien-
te de sacarosa a la posterior evaluacidén de sa capacidad inhibitoria re -

manente,

REACTIVOS;:

l.~Los utilizados para la determinacidn de la actividad de la glucosa~6-
fosfato deshidrogenasae.

2.~Tripsina (1 mg/ml en HC1 107 N)

3.-Inhibidor db tripsina de soya (1 mg/ul en HC1 107K).

Ae—Amortigaador Tris-HC1 0,054,pH 8.1 (adicionado con Cal,s2H,0 5+57x10™ M)~
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5e=Albdmina 0.1% en el amortiguador anterior.

6e=Acido glatdmico:100 Mg/ml.

Te=Ninhidrina 2% en metil cellosolve (Reactivo 4).

8.-Amor*igqador de citratos 0.5M,pH 5.0 (adicionado son Sn012 0.16%)
9s=n=propanol 5%.

10,-NaOH 1,0N,

11.~Acido tricloroacético 60%.

12.=NaCl 0.85%

13.=Benceno.

14.~Eritrocitos Hamanos (10 ml de paquete celular).
15.~Fracciones:7,8,9,10 del gradiente de sacarosa 5~20% (2.31 mg/ml)

16.=S0lacidén de trabajosmezclar los reactives A y B en proporcidn 1l:1 ,

MATERIAL Y EQUIPO:

1.=El ntilizado en la obtencidén del extracto enzimdtico de eritrocitos y =
en la cuantificacién de la actividad de G6FDH,

2.,=Espectrofotémetrp Carl Zeiss PM Q II .

3.=Bafio de incubacién "Grant".

4e=Centrifuga refrigerada MSE.
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PROCEDIMIENTO;

Los aminodcidos liberados por 1la aceién de la tripsina en los siguientes =
sistemas de: reaccién se: cnantifican meciia’gxte la reaccién de la ninhidrina-
interpolando sa valor en la carva de referencia de dcido glautdmico (Fig ).

SISTEMA 1.~ (Para la cnantificacién de 1a actividad de tripsina),

Tripeina 0¢3 ml
Albdmina 0e¢3 ml
Amortignador Tris-HC1l 244 ml

SISTEMA 2.,~(Para la evaluacién de la capacidad del inhibidor de tripsina -

de soya de inhibir a la tripsina).

Tripsina 0.3 ml
-Albdmina , 0.3 ml
Inhibidor de é‘r:lp.de: soya 0.3 ml
Amortiguader Tris=HC1 2,1 ml

SISTEMA 3.= (Blanco).
| ‘Agua 0.3 ml
Albdmina 0.3 ml

Amortigaador Tris-EC1 2.4 ml
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Estos se incabaron a 30°C con agitacién (60 oscilaciones/min) a diferen -
tes tiempos,colocando previamente una capa de benceno sobre la superfi =
cie del sistema de reaccién para evitar la evaporacidn y contaminacién =
por microorganismos.

Los aminodcidos liberados en funcidn del tiempo,son cuantificados toman =
do 0.5 ml del sobrenadan%e de reaccién (obtenido después de precipitar =
las protefnas con la adicién de dcido tricloroacético,ajustando la concen=-
tracién final al 10% y nentralizando con NaOH 1.0 N) aplicandoles la rea =

ccién de ninhidrina,cuya secuencia es 1la sigaiente:

l.-Muestra o sélucién de referencia.
2.=2,0 ml de 1la solucidn de tradajo.
3.=bafio maria por 20 minutos.
4o=emfriar a temperatura ambiente,
5e=5.0 ml de n=propanol.

Se=leer su absorcidn a 570 nm. (Fig. 20 ).

El sistema (4) disefiado para la onantificacién de la actividad inhibite =
ria contra la G6EDE de: 1as fracciones del gradiente de sacarosa despuds -

de someterlas a hidrélisis con tripsina se construyé de: la signiente formas
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Tripsina 003 ml
Pracciones del gradiente de: =acaresa 0.3 ml

Amortiguador Tris-HC1 2,1 ml

Se incubé bajo las mismas condiciones de los sistemas anteriorss,afiadien-
dole 0.3 ml del inhibidor de tripsina de soya en el momento de probar la =
"capacidad inhibitoria contra la G6FDH del extraoto de eritrocitos humanos-

(10 ml de paquete celular en 20 ml de la solucién AH),
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1, COMPORTAMIENTO

DEL INHIBIDOR DE LA G6FDH DURANTE LA GERMINACION,

REACTIVOS:
Los necesarios para la determinacidén de la actividad de G6FDH.
METERTAL Y EQUIPO;

El ntilizado para la determinacién del extracto enzimdtico de eritrocite =
hamano.

MATERTAL BIOLOGICO:

Tlaxcala VS 22E (Chapingo 1979).

PROCEDIMIENTO:

Se someten a imbibicién lotes de 20 semillas con 25 ml de agua,utilizan -
do algodén como soporte en frascos "gerber"a diferentes tiempos de  germina~
cién,en la oscuridad y a 28°C.E1 extracto enzimitico obtenido de las mis -
mas,se congela a -20°C y descongela & temperatara ambiente (procedimien -
to que se repite 4 veces,para inactivar la G6FDH endégena).Posteriormente-
se dializé contra un volamen de 2 litros de amortiguador de medicidn (2 -
horas a 4°0) y se>le determiné la capacidad de inhibira la G6FDH de eri -

trocito humaneo.
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6-RESULTADOS.



125

4o- GERMINACION NORMAL
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La evalaacidn de: la actividad de la G6FDH darante la germinacidn efectua -
da en embriones aislados de la variedad : Gérmen 860=1373 pool dent (Ci =
MMYT 1979) manifestd un incremento a las 6 horas de imbibicidnjobservén -
dose un descenso entre las 6 y las 24 horas,estabilizandose de las 24 a =
las 72 horas (Fig.9 ).

Para definir la contribucién de los tejidos embrionarios en este proceso, -
ge coantificd la actividad de la G6FDH tanto en eje embrionario como en =
escatellam darante la germinacidn en la variedad ¢ Tlaxcala VS 22E (Cha =
pingo 1979);en esta variedad,la actividad enzimdtica experimenta incre -
mentos de 1504 y de 40% a las 6 horas de imbibicidn en eje embrionario -

y escatellum respectivamente;disminayendo la relacidn de actividades (es: =
cutellum/ejé embrionario) de 3,3 en estado seco a 1.96 a las 6 horas de =
imbibicidn,la actividad enzimdtica es superior en el escatellum darante -
el periodo comprendido de las O a las 18 horasjpero su incremento es menor.
A las 24 horas,se invierte la relacidn enzimitica escutellum/eje embrio -

nario (Figara 10 ).



127

20+

Unidades G6PDH
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Figura 9.-Actividad enzimdtica a diferentes tiempos de germinacidn en mafz

(Germen 860-1373 pool dent).
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Figura 10,- Actividad enzimitica a diferentes tiempos de germinacién en

mafz (Tlaxcala VS 22E),
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Para la verificacién de la actividad y el comportamiento de la activi -
dad de la G6FDH cnantificada in vitro en la variedad Tlaxcala VS 22 =
(Fige 10),8e le determind la relacién 06/61 a dos periodos de marca ra-
dioactiva : pulso de 0-1 horas ¥ pulso de 5=6 horas.

Estos experimentos se disefiaron y ejecataron tanto en eje embrionario,esw
catellum y embridn,para analizar la influencia. entre los tejidos en la -
expresién de este patrén .(Tablass 4956 ) .

El eje embrionario maestra ana disminacién de 1a relacién 06/01 & las =

6 horas de imbibicién (palso de 5-6 horas) en relacién al pulso de O-1 -
horas'(Tabia.4 ),e8to como consecuencia de: dos eventess

El aamento en la cantidad de CO, que se capta de la descarboxilacidn de -

2
la -1-}4¢-glucosa<en el pulso de 5-6 horas de imbibicién,aunado a una =
disminucién en la cantid;d deaeoz prodacte de Ia’descarboxilaei6n de la-
6-;4c-glncgsa en este lapso. (Tabla. 4 ).

El escutellum aislado muestra un comportamiento similar al eje embrio -
nario : 'disminucién de la»relgaién 66/61 en el pulso de: 5=6 horas en =
relacidn al valor encontrado en el pulso de O-1 horas,esta relacién -
disminuye a expensas de un anmento en la descarboxilacién de' la 1-140-Glu-

cosa,con una diferencia notable con respecto al eje embrionario : No dis-

iﬂ}nayOHIa cantidad de CO, qune éevdeso&rboxilavde%la.§f14eiﬂluoosa en el -
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palso de 5-6 horas en comparacién al valor obtenido en el palso de: Oml =
horas. (Tabla 5 ).

En el embrién la relacién 06/G1 disminoye en el palso de 5=6 horas en =
relacién al pulse de O-1 horas em una magnitad similar a la del escate =

1lum aislado y bajo la misma mecdnica : No aumenta la cantidad de CO

2
que se descarboxila de la 6—%4C—g1ucosa en el pulso de 56 horas en rela-

cién a la magnitud que se detectd en el pulso de O-1 horas.(Tabla 6 Yo
Estos resultades correlacionan fuertemente con el incremento en la acti -
vidad de la G6FDH caantificado in vitro a las 6 horas de imbibicién.(Fig.
10),
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643+~ DETERMINACION DE IA RELACION e/c,

TEJIDO: EJE EMBRIONARIO TIAXCAIA VS 22E .

mLso (h) cpm/g (X) s

x C.Ve  MARCA  RELACION € /¢,
0-1 37840 8O06r 3614 215 €
0-1 23476 1297 581 5.5 g 0.62
5-6 50 685 13 356 5989 26,3 ¢
5«6 14312 3550 1591 248 ¢ 0.28

Experimento realizado- por quintaplicado.
(X) = media

X = error estandard.

C.V.= Coeficiente de variacién.

s = Desviacidn estandard.

TABLA 4.-
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64,~-DETERMINACION DE LA RELACION eé/c1

TEJIDOs ESCUTELLUM ATSIADO TIAXCALA VS 208,

WILSO (h) cpm/g (X) s x C.V.  MARCA

RELACION ¢./C,
0-1 5. 405 2 291 1 027 42.3 €,
0=1 2 207 735 735 33.3 °6 04,40
5«6 6 971 91 40 1.3 ¢,
56 2 388 144 64 6.0 Cg 0.34

Experimento realizado por qaintuplicade.
(E) = media

X = error estandard

C.Vem Coeficiente de variacién.

s =Desviacién estandard.

TABLA 5 o
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645¢~ DETERMINACION DE IA RELACION c6/c1

TEJIDOs EMBRION TIAXCALA VS 298 .

PULSO (n) cplr;/g (i) s

T  C.V, MARCA  RELACION 6,/C,
0wl 4 884 1465 65  29.9 ¢
0=1 2 278 285 127  12.5 Ce 0.46
56 5 263 1922 961  36.5 ¢,
5.6 2 071 606 271  29.2  Cg 0439

Experimento realizado por quintapliocado.
(X) = media

X = error estandard

C.VesCoeficiente de variacibn

s =Desviacidn estandard.

TABLA 6=
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La evaloacién del efecto de: hormonas y antibidticos sobre el patrén -
de actividad de la G6FDH,mostré que la Cinetina e jerce una influencia-
mayor que el dcido giberdélico (1o incrementan en an 42 y 224 respectiva-
mente;mientras que los inhibidores de la transcripcidén:Actinomicina=D y-
¢~ amanitina disminayen su actividad en an 13 y 100% .
la cicloheximida,suprime este patrén de incremento unicamente a altas dé=-

sis (100 Ag/ul) (Tabla” 7 ) ( Figara 11 ).
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TABLA No,.7

$e6m EFECTO DE ACIDO GIBERELICO,CINETINA Y ACTINOMICINA=D SOBRE IA ACTIVIDAD -

DE LA GGFDH DURANTE 14 OERNINACION EN ENERIONES AISLADOS DE MAT7 (GERMEN-

860=-1373 POOL DENT.)

TRATAMIENTO CONCENTRACION ACTIVIDAD ESPECIFICA INCREMENTO
( Mg/m1 ) ( U/ mg protefna) (%)
Embriones secos =e= 1025 —.-
Control - 13,50 -
AG3 63 16.25 22
Cinetina 40 19425 42

Actinomicina~D 294 11.25 «13
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Figara 11.- Efecto de o{ —amanitina y Cicloheximida sobre la actividad de

la G6FDHy en ejes embrionarios aislados de Tlaxcala VS 22E..
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El andlisis de distribucidén de marca radiactiva en carbohidratos solables-
en el eje embrionario (Figara 12),muestra ana baja incorporacidn en ribosa-
cuando se uséd 1-l40.glucosa'como marcador,y ana alta incorporaci&n,espe v
cialmente en el periodo de: 5-6 horas,cuando se usé 6-140-glucosa como ==
marcador,resultando congruentes con el incremento de la actividad de la =
G6FDH en ese periodo.
En el escutellum,la distribacién de marca (Figura 13) munestra un comporta-
miento similar en cauanto al porcentaje de marca incorporada en la ribosa =
pero se observa ademds ana tendencia mayor que en el eje¢ embrionario a acu-
malar la marca de les disacdridos (maltésg= ¥y sacarosa) y manosa en lugar -
de mantenerla en la glucosa libre como se;observa~en'eje embrionario.
La distribacidn de 1a marca en los azdcares del eje embrionario-unide (Fig-
14 ) maestra ana inversién en la incorporacidn de marca en ribosa,compara-
tivamente a la observada en el eje embrionarip aislado,ya que disminauye -
notablemente la incorporacién en el periodo de 5-6 horas cuando se empled -
6-14C-g1ucosa y se mide: un ligero incremento,en vez de disminucidn caando -
se usa 1-14G-g1neosa.E1 escutellam anido por su parte (figura 15),muestra-
una alta incorporacién relativa de la marca en ribosa tanto en el caso de -
6-14c-glucosa como 1—14c~glncosa,la:cna1 se hace aparentemente a expensas=—
de 1a glucosa que iba a acamularse como disacdride.
Estos resultados indicans

l.=Que la regalacidén del metabolismo de carbohidrates y en particalar el -
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ciclo de las pentosas,opera en forma diferente en el eje embrionario y -
escatellam,

2.=-Que parece existir an {transporte de estos matabolitos del escutellam =
al eje embrionario,el que se muestra por las diferencias en la distriba-
cién de la marca cuando los tejidos se incuban en forma separada 8 ani =
das.Esto es congraente con ana de las fanciones fundameniales del escutellam=
que es de transferir " metabolitos propios y del endospermo hacia el eje -
embrionario.

3¢= En el escutellam,las enzimas transaldolasa y transcetolasa parecen -
tener un papel preponderante en la forma en que se utiliza la glucosa,ya =
que cnando se analiza este tejido en forma unida, se puede observar una -

alta incorporacidn de marca en la ribosa adn cuando se usa 1€%4C-glucosa.
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Figura 12.- Distribucidn de marca radioactiva en carbohidratos solables de

eje embrionario aislado (Tlaxecala VS 22E),
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El andlisis del comportamiento de la actividgd enzimdtica contra voldmen -
de extracto enzimdtico (disminucidn de la actividad a volumenes crecientes~
de extracto a concentraciones satarantes de sastratos Figura 16;) sugirie-
ron la presencia de un posible inhibidor,procediendose a sa bﬁsqqeda P -~
diéndose demostrar que el extracto de eje embrionario seco previa inactl -
vacién de la G6FDH endSgena por congelacidn y dializado inhibia adn a la =
G6FDH de eje embrionario ,escutellum y eritrocito humano.El extracto de es-
catellam né presenté esta propiedad inhibitoria.

Se hicieron experimentos para caracterizar la naturalesa de: este inhibidor-
procediendose: a purificarlo previa precipitacién con salfato de amonio me-
diante filtracidn en sephadex G-200 (Figura17.) y gradiente de centrifaga-
cidn en sacarosa 5-20% (Figurai18 ),que nos permitid al someter marcaderes -
protéicos determinar un peso molecaular aproximado de 14 000 (Figara 19 ).
La desaparicién de la capacidad inhibitoria que se observd después de: so =
meterlo a hidrélisis con tripsina (previa estandarizacién de la técnica -
(Figuras ;20,21 ) se deduce que éste inhibider es un polipéptido.

Ia determinacién de la capacidad inhibitoria de les extractos crudos dia =
lizados deeje embrionario obtenides darante la germinacién,permitieron abi-
car la disminucién de esta capacidad inhibiteria a mediada qune la germina -

cién progresa. (Figara 22 ).
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RESULTADOS

B-GERMINACION PREMATURA
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Les datos anteriores permitieron ubicar a la GSFDBacemo ana protefna caya-
actividad se: incrementa rdpidamente durante las primeras horas de imbibiw
cidn,sujeta a inhibicidn y a activacién hormonal en el evento de germina-
cién.

La manifestacién del fendémeno de germinacién prematura en mafz en la zo =
na agricola conocida cemo "Valles Altos" que comprende parte de los estados-
de Tlaxcala y Puebla (Faldas del volecdn la Malinche),sujeta a estadio pa -
ra la evaluacién de factores varietales,ambientales y de manejo por an =
grapo de trabajo coordinado por el Dr.Joaquin Ortiz Cereceres investiga -
dor del Centro de Genética del Colegio de Postgradnados de Chapingo,Bdo =
de México,nos permitié cuantificar la probable participacidn de la G6FDH =
en la expresidn de éste fendmeno.

Para este experimento fué seleccionada una drea tipica de influencia del -
fendmeno:San Antonio Tlacamilco,Pauebla,realizandose en an predio el cnal -
se fracciond en lotes pequefios para la evaluacidn de los factores menciona-
dos,sembrandose dos variedades "Resistentes™ (no“axmueétsasanteriormente -
a la regidn de influencia del fenémeno de: germinacidn prematara) sTlaxca-
la VS 22E y H=30 y ana variedad sensible ¢ (expuesta anteriormente a la =
zona de influencia del fenémeno) €riollo local el ocnal,en un caso faé -

sometido a fertlizacién con diversas fuentes de nitrdgemo,ya que con ante-
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rioridad se: habia observado que la fertilizacién nitrogenada aumentaba: el-
porcentaje de germinacién prematara. |

A estas variedades se les determind:

1.~ La actividad de la G6FDH darante la formacién del grano «(Figs. )
2.~La actividad inhibitoria contra la G6FDH .

TOUA DE MUESTRA PARA LA EVALUACTON DE LA ACTIVIDAD DE 14 G6FDH DURANTE LA -

MADURACION DEL GRANO,

Para eetgsﬁostudios se tomaron unicamente los granos localizados en la parte

central de la mazorca,descartandose el 33% de: dmbos extremos.
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Para tratar de encontrar ana posible relacién entre la actividad de la =
G6FDH de la semilla madura y la sensibilidad a la germinacién prematara -
gse- cuantificd esta en diferentes variedades cosechadas en diversas sonas-

de caltivo (Figura 25 ).

Se incluyé auna variedad criolla : Huamantla cosechado en la zona en que se
present§ con mayor severidad la germinacién prematura en 1979 (Ignaoio Za=
ragoza,municipio dei Hnamantla Tlaxcala,puede observarse una baja relacién -
enzinftica escutellum/eje embrionario en las variedades oriollas en funcién-
de la alta actividad enconirada en eje embrionario,sugiriendo que la sensi-
bilidad a la germinacién prematara puede radicar en el eje embrionario y que
en esta pueden estar involucrades eventos metabdlicos relacionados con la: =

vfa de las pentosas. (Fig.25 ).
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En el ciclo agricola 1981,el grapo responsable de la experimentacidn en el
campo,decidié ntilizar como variedades de: experimentacién a una que se ha-
bfa comportado resistente al brotamiento en el ciclo agricola anterior:e
H=139 y a otra sensible t Criolle Local (Tlacamilco),a los cuales se les =
determiné la actividad de G6FDH darante la formacidn del grano (Figura g )-
En este experimento'én el que se.gegistraron todas las etapas fisiolégicas=
nos permitid establecer la carencia de actividad enzimitica en eje emdrio=
nario en la muestra de 25 dias después de 1la fecundébiGn,con un incremento-
progresivo en la misma cuyo maximo se ubicd en la tercera muestra (55 dias=
despuds de la fecindacidn ) este incremento coincide: con la manifestacidne

de 1la germinaéién prematura la cual ge inicia a partir de: 1a tercera mnestra,



159

Tlacamilco H-139
40

U G6PDH/mg de Proteina
N
NS

0 U T T T T f T T T T
25 40 55 g0 85 25 40 55 70 85

Dias despues de la floracion

Figura 26.- Actividad de la G6FDH durante la madaracidn del grano en H-139
¥ Criollo local (Tlacamilco).

(""—'—-) o= Eje embrionario



160

Para conocer el comportamiento de la G6PDH en estas variedades darante la
germinacién, se determind sua actividad a las 0, 6 y 24 horas de iniciado
el proceso (Tabla 8 ). Comparando los niveles de incremento a las 6 horas
de imbibiciénry”detenminanda»al mismo tiempo sa capacidad de inhibir a: la
glucosa-6=-fosfato deshidrogenasa de eritrocite hamano, ansxando los datos
agrondmicos de germinacién: prematura (sensibilidad) para el frea de calti-
vo y ciclo agricola (Tabla @;).

De los anteriores resultados destacan: la: disminuciém de la actividad enzi
mdtica en el eje embrionario de las variedades criollas a las 6 horas de
germinacién (Criolle de Tlacamilco, Criollo de Hiaamantla) y el mantenimien
te-de los niveles de actividad en el H-139, asf mismo es notoria la caren-
cia de capacidad inhibitoria en las variedades caultivadas en el 4rea de in
flaencia del fendmeno de germinacién prematara (Tabla 9 )e

El escutellum mantave el nivel de actividad durante: la germinacién en las
variedades criollas cultivadas en el drea de influencia con excepcién del

B=139.
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TABLA VNeg

ACTIVIDAD DE GEFDH DURANTE LA GERHINACION
TEJIDO s EJE EMBRIONARTO,

VARIEDAD TIEMPO DE GERMINACION (hn)

| 0 6 24
TIAXCALA VS 22E 845 19.5 12,0
CRIOLLO (T1AC) 27.6 18.3 30,8
=139 (T14C) 19.3 2346 2540
HUAMANTLA - (TLAX) 22,2 10,0

TEJIDO; ESCUTELIUM,

TLAXCALA VS 22E 28.6 40,5 840
CRIOLLO (TLAC) 36.1 61.2 48.3
H=139 (T1AC) 44.6 49.0 68.1
HUAMANTLA (TLAX) 20.5 16.0

!

TLAC=San Antonio Tlacamilco,Paedbla.

TLAX=Ignacio Zaragoza,Hnamantla,Tlaxcala.
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TABLA No. 9

INCREﬂENTO EN 1A ACTIVIDAD DE LA GOFDH A IAS 6 HORAS DE IMBIBICION,

%__DE_INCREMENTO;

VARTEDAD GERMINACION -
EJE EMBRIONARTO  ESCUTELIUM INHIBIDOR  PREMATURA
(U/ ng) |
TIAXCALA VS 22E(1979) 234 136 + -
H-30 (1979) 250 163 + -
H-139(TIAC +1980) 120 91 - +
CRIOLLO (TIAC.1980) 67 167 - +

AUAMANTLA (PLAX.1979) 47 60 - *

100%=Actividad cuantificada en el tejido seco,

TIAC .,=San Antonio Tlacamilco,Paebla.

PLAX.=Ignacio Zaregoza,Huamantla,Tlaxcala.

TLAXCALA VS 22E=Cosechado en Chapingo,Edo. de México.

H=-30=Cosechado en Chapingo,Edo. de México.
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Al oriollo de Huamantla,se le determind la relacién 96/61 (tabla10) y la -
distribacidn de marca radiactiva en oarbohidratos solables (Figura 27 )e
Estos resultados permitieron puntanalizar un incremente en la activﬁddd-

de la vfa de las pentosas medido in vive (no detectado en la medicién -
enzimdtica) durante el: pulso de 5~6 horas (1la relacidn 06/01 cambia de: -
1.81 en el pulso de: O=1 horas a 0,78 en el pulso de 5-6 horas) (tabla 10) .
Este incremento en la via metabdlica se origind por una dindmica diferente -
al detectado en la variedad tlaxcala VS 22E (Tabla No 4 ) en esta variedad-
el incremento en la vfa de las pentosas se efectud.mediante la conjagacidn=-
de dos efectos: Aumento en la o§gzgci6n de 002 que se respira al suminis -
trar 1-14c-g1ucasa (palso de 5-6 horas) y una disminucién en la captacién -
de 602 respirade al incabar el tejido con 64140-g1ucosa (palso de: 5=6 ho =
ras) (tabla 4 ).

En el criollo de Huamantla no se presenta un aamento en la cantidad db-»co2 -
que se respira al suministrar 1-14C-g1ac03a (pulso de 5-6 horas),la rela =
cidn cambia debido a una disminaucién en la captacién de C0,cnando se incu -
ba con 6-14G-g1aeosa (pulso de 5=6 horas)(Tablal0 ).

La distribucién de marca radiactiva en carbohidratos solubles (Figura 27) =
mostré una acumalacién de marca en Ribosa,Frmctosa,Manosa y disaciridos prin-

cipalmente en el pulso de: O=1 horas con marca proveniente de 6-;40-g1ucosa.
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DETERMINACION DE LA RELACION 06/’01

TEJINO; EJE EMBRIONARTO HUAMANTLA 1979.

IS0 (b))  opa/g (X) s x G,  MARCA  RELACION €/6,
0=-1 15430 1016 720 6.5 Ce

0-1 28 048 11 006 7 805 39.2 ¢, 1.81

5«6 14 510 1257 891 8.6 Ce

5 =6 11 358 1 187 841 10.4 ¢y 0,78

Experimento realizado por daplicado.

(X) = media

x w=error estandar

C.Vemgoeficiente de variacidn,

s wdesviacién estandard.

TABLA No. 10
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Los resaltados de actividad enzimitica obtenidos en todas las variedades -
gonas dé cultive y ciclos agricolas analizades,se agrauparon en funcién =

de la actividad de G6FDH y la observacién agrondmica de sensibilidad a la=
germinacién prematura evaluada por el grupo de trabajo que realizd el ex -

perimente de campo (Tabla 11).
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TABLA Neu

ACTIVIDAD DE LA G6FDH EN TEJIDOS DE MATZ SECO,

COSECHA ACTIVIDAD ESPECIFPICA RELACION

GERMINACION -

R E ESCUTeLTM,  ESO/E BB, PEOMTUMS
TLAXCAIA {CHAP) 1977 8.0 30,0 3.3 —
TLAXCAIA VS 22B 1977 9.8 28,0 343 —_—
H=-30 (CHAP) 1978 9.0 2745 3.3 —_—
H-30 (CHAP) 1980 14.0 44.0 3.0 —_—
H=30 (TIAC) 1980 17.5 37.0 2,1 +

CRIOLLO (TIAC) 1980 28,0 3540 1.2 + 4+

CRIOLLO (TLAC) 1981 27.6 36,1 1.3 + +

H=139 (TIAC) 1981 19.3 4446 2.3 + 4+ 4
HUAMANTLA(TLAX) 1979 2640 25.0 0.9 + 4+ 4
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DISCUSION
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PARTE "A" - GERMINACION NORMAL,

El inicio de la germinacién muestra un aamento significativo en la activi
dad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en escatelo, particalarmente en -
eje embrionario. La actividad determinada in vitro en Tlaxcala VS 22 E =
1979 (Fig. 1¢¢) y en Germen 860-1373 pool dentados (Fige No.g ) como in -
vivo en Taxcala VS 22 B (Tablas ;4 5,6, ) confirma que esta enzima estd
ligada al inicio de la germinacién en maiz de igual manera que en Avena
‘fatna (Kovacs, M.:.; G.M. Simpson, 1976) y en Corylas avellana (Gosling,
PsGe; J.D. Ross, 1980) (Figs.4 ). Asfmismo, la distribucién de marcs
radiactiva en los azdcares del eje gmbrionario (Fig. No.12~) manifiesta -
an incremento en el porciento de marca incorporada a ribosa darante el pe
riodo de 5=6 horas cuando se saministra glucosa(l4c-6), lo caal es cone—-
sistente con los resaltados antes mencionados.
La deteccidn de un. inhibidor en el eje embrionario de nataraleza protéica
contra G6PDH (PM aproximado 14 000, Fig. No.19 ), sa disminucién darante
el proceso de. germinacién (Fig.ANo.ggx) ¥y su ausencia en escatelo, asf -
como la diferencia en el perfil e incremento de la actividad de G6PDH enw
contrada durante la germinacién en escatelo y eje embrionario, sugieren -
que la via de las pentosas puede estar desempefiando fanciones diferentes
en ;stos dos tejidos y que probablemente se regaula también por mecanismos
diferentes en cada ano de ellos. Esto es asi mismo apoyado por los resul-
tados de la distribucién de la marca radioactiva incorporada a carbohidra-

tos soludles, en los extractos de los tejidos de los experimentos en que
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se determind la G6FPDH in vive (Pigs, 12,15, ). Esta diferencia en 1la ca-
pacidad de metabolizar glucosa entre eje y escatelo la presentan otros

tejidos como trigo y cebada (Anderson et al 1971).

El desarrolle ontaldgico de estos tejidos y su funcién darante la germi-
nacién sugieren esta posibilidad, el escatelo (primera hoja del tallo cen
tral del eje embrionario que comprende de 5 a 6 internudos soportando ca-
da nudo ana hoja), como todos los tejidos embrionarios se define morfolé-
gicamente a los 10 dfas despuée de la polinizacidn, en esta etapa el ese
cutelo es el gque presenta el mayor desarrollo de todos los tejidos embrio
narios (Sass, J.Ee 1955), anido al eje emdbrionario mediante el nudo esca=
telar no desarrolla propiamente funciones de follaje: sino las de an érgano
de reserva que digiere y absorbe los constituyentes del endospermo, regu-
lando sa movilizacién al eje embrionario durante la germinacién (Kiessele
bach, T.A. 1980), E1 tejido que lo delimita del endospermo est{ compuesto
por oélulas con actividad secretoria, en mafz y arroz estas células epi~
teliales son el sitio de sintesis de proteasas y de alfa amilasa (Okamo=-
to, Ke3 To Akazawa, 1979). Dentro de este esquema de movilizacién de ma=
terial de reserva que presenta el escutelum se encuentra un sistema de
transporte de maltosa y sacarosa dependiente de energfa (Humphreys, T.
1981).

En el eje embrionario, por el contrario, se desarrollan los eventos meta-
b8licos que involacran en todas sas facetas a la via de las pentosas,da-

rante la germinacién 1la mitosis se inioia en la regién del eje embrio—-
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nario con la siguiente qecuenoia: parte media entre la panta de la rafz y
la 1dmina escutelar, corteza, base del primer internudo (mesocotilo), ba
se del coleoptilo y la hoja marginal; procesos todos ellos gqme requieren
tanto de las pentosas para la sintesis de dcidos nacléicos, como de NADPH
para la elongacién de 1la pared celalar, Antes de la germinacién, las céla
las escatelares son uninacleadas, a diferencia de las células del endos-
permo que son trinacleadas. Dnrqnte la germinacién, la ocromatina de las
células del epitelio escutelar se tifie mis profundamente que las de las
célalas internas, los ndcleos de este tejido se vuelven profundamente low
bulados, estos 15bnlos pueden seccionarse formando células maltinacleadas
que no se dividen (Sass, J.E. 1955). Todas estas funciones requieren tam-
bién la fancidén del ciclo, aunque la relacién de los metabolitos requeri-
dos puede ser diferente.
3sto serfa congruente cothasAdiferencias en los incrementos de la activi
dad enzim{tica encontrada en los 2 tejidos. El escatelum presenta. una ac=
tividad de G6PDH medida tanto in vitre (Fig. No.10 ) como in vivo (Tablas
4 =6 ) mayor que la del eje embrionario pero con un incremento relati
vo menor a las 6 horas de germinacién (Fig. No.10 )e
La pgqueﬁa_dieminuinn de la actividad enzimdtica en el embrién en presen
cia de cicloheximida y Actinomicina-D y sa disminucién con K -—amanitina
y altos niveles de cicloheximida (Tabla 7 y Fig. No.11l ), sugieren que en

la expresién de esta aotividad puede estar invelucrada la sintesis de no-



172

VYo de ARN mensajero especfficos para la enzima.

Se ha sugerido que durante la formacién de la semilla se desarrollan me-
canismos dirigidos, en términos generales, a la. represién de los genes
que codifican para las enzimas que degradam las sustancias de reserva (Pay
ne, P.I. 1976). Por otre lado, durante la germinacién, la expresién gené-
tica a través de la sfntesis de protefnas €s un prerrequisito indispensa=-
ble para el subsecuente crecimiento celalar (Payne, P.I. 1977), se consi-
dera, asf mismo, que en este proceso se encuentran involucrados los ARN'
mensa jeros almacenados (Jendrisack, J. 1980). De tal manera qne la sepa-
racidn entre 1la transer;peién‘(ARN sintetizado de 22!2) y la tradaccién
(ARN almacenado) demostrada en enzimas como la Carboxipeptidasa A (Ihle,
J.N. et al 1972), la alfa amilasa (Ho, T.H.D. et al 1974), la ADN polime
rasa dependiqnfe de ADN (Mory, Y.Y. et al 1975), aloohol deshidrogenasa
(Ho, T.H.D. et al, 1975), ¥y 3'nacleotidasa (Zha, Z.P. et al 1983), signi
fican an tipo de mecanismo de regulacién que dota al embriém de control
sobre la embriogénesis y el proceso de la germinacién. La GE6PDH pareceria.
ser ana enzima regulada por este siastema, dadas las caraotorisinas arri-
ba sefialadas. Més-afn, en embrién de trigo se ha encontrado: que: la. G6PDH
que se: expresa: al iniciorde la germinacidn es ana actividad que proviene
de sfntesis de novo de protefnas aparentemente basada en la presencia de

an ARN mensajero almacenado (Herndndez, T. 1979).
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Estos resultados no descartan otros tipos de regulacién de la enszima.
Asf, es notable el incremento observado (42%) en los ejes embrionarios

de mafs de la actividad de 1a GGFDH en presencia de- cinetina (40 yig/m).
La participacidn de cinetina en la regulacidn de actividades enzimfticas
darante la germinacién (proteasas) ha sido demosirada en Phaseolas vulga-
ris, pero sa mecanismo no se ha establecido (Gepstein, S. et al 1980),
Asfmismo, el inoremento de esta enzima por la presencia de AGS es también
may significativa (Tabla 7 ).

Es interesante resaltar las diferencias en los patrones de distribucién
de la marca radiocactiva entre los azicares cunando se hicieron las incubae
ciones con los tejidos (eje y escutelo) unidos como embrién, o separados
por diseccidn (Figs. .4 ,15) Ye

En el eje embrionario "unido" se incrementa el porcentaje de marca en ri-
bosa en comparacién con el eje aisladay, cuando se incuba en presencia: de
glncosa(140-6), y de disacdridos cuando se suministra glacosa (140-1),

1o que sugiere la participacién del escutelo en esta distribucién (FPig.
14 ). Por otra parte, el escautelo "unido" manifiesta un incremento
en ribos; marcada caando se incaba en pwgsenciaade glucogaa(14c-1), o gla
cosa (140-6), perfil de distribacién que contrasta con el determinado en

el escutelo aislado, por lo que no se descarta la participacidén del eje

embrionario en la modificacién de este patrén (Figs.314.19; = Estos resal-

tados sugieren que existe transporte de los metabolitos de la via de las
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pentosas y la glicolftica entre los dos tejidos, probablemente mds activo
del escutelo al eje embrionario.

Por otra parte se debe también considerar que el intercambio de metaboli-
tos entre la via glicolftica y el ciclo de las pentosas, permite a esta
ruta elevar los niveles de ribosa sin modificar la carga redactiva, moda-
lando dnicamente la actividad de transaldolasas y transcetolasas. (Williams
J.F. et al 1978).

Dentro de los mecanismos méds importantes mediante los cuales se: regula la
actividad enzimdtica son:

l.~ Control de la velocidad de sfntesis por regulacién de la transcrip-
ccidn o traduccién (regulada o no hormonalmente).

2,= Control de la velocidad de degradacién de la enzima.

3e= Control de la actividad por interacciones alostéricas con los metabo-
litos,

4= Control de la actividad de la enzima por modificacidn qufmica catali-
zada por enzimas, ejemplo: fosforiiac16n=-'defosforilacién, y

5= E1 control de la actividad enzimitica por interacciones fisicass pro-
tefna-protefna (Holzer, H, et al 1971). Dentro de este razonamiento, los
inhibidores protéicos desempefian una funcién dentro del esquema de regula
cién metabSlica diferente a la estrategia de regulacién propia de ana se-
caencia de reacciiones, ej.: inhibicidnm por producto, sastratos, iones,
carga energética, carga reductiva. En este dmbito podemos citar a los in-
hibidores de proteasas (Laskowski, M. et al 1980), al inhibidor de la al=-

cohol deshidrogenasa de escutelo de mafz (Yiu-Kay, L. & Scandalios, J.G.
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1982) y al de alfa amilasa (Buonocore, V. et al 1977). Los inhibidores de:
proteasas limitan la actividad enzimftica evitando protedlisis excesiva
(Laskowski, M. et al 1980)., Darante la germinacién, la actividad de alco=
hol deshidrogenasa en el escatelo de mafz es togulada por los niveles de
an inhibidor protéico (Ho, D.T.H. et al 1975).

Dentro de esta estrategia, el inhibidor protéico detectado en eje embrio~-
nario, modalarfa la actividad de la G6PDH en las diversas etapas fisiolée
glcas que comprenden la formacidn de la semilla; darante estas fases, la
vfa de las pentosas se involuora en diferentes interacciones metab8liocas:
en la embriogénesis, durants la divieién celalar, la actividad biosintém
‘tica se intensifica pasando por un perfodo de baja actividad, al cesar la
divisién celular en la madarez para incrementarse: posteriormente darante
1la etapa orftica de la germinacidne

El caricfer‘prdtéicoxde estos inhibidores sagierem que ademds de la fun-
cﬁénaregnladora-de la aotividad en el citoplasma se puede ejercer a este
nivel un control genético, en cuanto a la sintesis de esé inhibidor, ya
que algunas variedades de mafz parecem no tener el inhibidor, o no expres
sarlo: en una condicién ambiental determinada (germinacién prematara, par-

te 2).
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PARTE B,~ GERMINACTON PREMATURA,
El perfil de actividad que presenta la G6PDH durante la formacién y mada-
racién del grano muestra aspactos que revelan sa posible participacién
dentro del fenémeno de Germinacién Prematura.
Las determinaciones preliminares efectuadas durante el ciclo agricola 1980
permitieron evaluar la actividad enzimdtica en este proceso (Figs. 23,24 )
darante un lapso que abarcd del trigdsimo dfa despuds de la floracién en
las variedades H=-30 y Tlaxcala (Fig. 23 ) y Criollo fertilizado y no fer-
tilizado (fuente nitrogenadas salfato de amonio)(Fig. 24), hasta la madu-
rez fisioldgica del grano (65 dfas despads de la floraciSn).
En H-30 y Tlaxcala (Fig.p3 ) se observa una disminucién en la relacién de
actividades enzimdticas esoutelo/eje embrionario, a partir de la tercera
muestra, que es la quae marca el inicio de la germinacidn prematura. En las
variedades criollas se observd una tendencia similar a la anterior con una
disminacién en la relacién de actividades escatelo/eje embrionario en la
gsegunda maestra. En ninguna de estas variedades se observd una influencia
definitiva de la fertilizacién sobre la actividad enzimftica.
De estos resultados (tabulados en la Fig.25 ) se sugiere que la relacién
de las actividades enzimiticas escatelo/eje embrionario es dependiente de
la variedad mds que del drea de cultivo usadaj ya que en el mafz criollo
de Huamantla esta relacién permanece baja, independientemente del sitio de
cosecha: Ignacio Zaragoza, Municipio de Huamantla, Tlaxcala y Chapingo,

Bdo. de México.
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Con estos indicios participamos en el experimento disefiado en el ciclo
agricola 1981,

Bl patrén de actividad se evalud a partir del 250. dfa despuds de la flo=-
racidn (etapa mds temprana que en el ciclo agricola anterior), tomdndose:
naestras cada 15 dfas hasta la madarez fisioldgica. Los resaltados mues—
tran que la actividad enzimftica no es detectable en el eje embriomario de
25 dfas despuds de antesis (Pig, 26 ), Sin embargo, presenta una tenden=
cia ascendente con un mdximo a los 55 dfas coincidente: con la apariciién
de la germinaciéanrematura, la cnal disminaye posteriormente en la mada-
rez fisioldgica.

Los granos de mafz de la primera muestra, en la que no se detectd la acti
vidad enzimdtica en el eje embrionario, son capdaces de germinar ouando se
separan de la mazorca y se ponen en condiciones adecuadas para la germi-
nacidn, sugiriendo que estos tejidos reciben los precursores para llevar
a cabo la sfntesis de ribosa del escatelo. Esta posibilidad es muy facti=-
ble, ya que en escutelo est{ presente la G6FDH desde el estadio mis inma-
duro del embriénm. Otra alternativa serfa que en estos tejidos la via de
sfntesis de pentosas estaviera regulada de tal forma que la ribosa se sig
tetizara a través de intermediarios de la vfa glicolftica con la partici-
pacién de las transcetolasas y transaldolasas (reacciones no oxidativas
del ciclo de las pentosas, Fige> ).

En el escatelo se observé darante la maduracién an patrén semejante al
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del eje embrionario, pero la actividad enzimgtica estd presente a partir
de la primera muestra y sufre flactaaciones menores a pesar de que la ace
tividad de la G6PDH en eje embiionario es la que puede correlacionarse
con el brotamiento de los granos, y no la del escutelo, ya que la del es-
cutelo se‘mantiene relativamente constante darante el proceso de formae
cién del grano.
En las mediciones efectuadas durante la germinacién en semillas madaras
{TablasB8,9,11 ), las variedades que presentaron germinacién prematara en
‘el experimento de qampa»(griollo. Tlacamilco, H=-139, Haamantla y Tlaxcala)
no incrementan la actividad enzimftica a las 6 horas de germinacidén. En
cambia en las que no la presentan, como en la variedad Tlaxcala VS 22 B
Chapingo 1979% el incremento en eje embrionario fue de aproximadamente 2.5
veces a las 6 horas. Al mismo tiempo, en esas variedades: las Criollas, H-
139 y Hoamantla no se encuentra actividad inhibitoria contra la G6PDH (Ta=
bla 9 ). M&s adn, Huamantla maestra ana drdstica disminacién en la acti-
vidad enzimdtica a las 6 horas de germinacién; sin embargo, en el escute-
lo de las 3 variedades susceptibles no se observa cambio significativo en
el patrén enzimdtico,
Como la variedad Criollo de Huamantla presentd la mayor desviacién al pa=
trén mostrado por Tlaxcala VS 22 E (que se tom§ cemo conirol normal), se:
sometid a anflisis respirométricos (Tabla 10)+ Este andlisis revels ba-
jos niveles de 14002, eliminado al suministrar 1-;4C;glncosa en comparas

cién oon el de Tlaxcala VS 22 E (Tabla 4 ), ademis no sufre el incremen-
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to en 002 respiradbcde 1—14C-g1ucosa durante el pulso de 5 a 6 horas que
presenta Tlaxcala VS 22 E. Como oonsecuencia, la relacién €-6/C-1 se man=
tiene alta: 1,81 darante el pulso 0=l hora, y 0.78 darante el pulso 5-6
horas sin que esto signifique una alta actividad del ciclo de: las pento-
sase El anflisis de los carbohidratos solubles (Pigep7 ) en esta variedad
mostrd ana distriducién totalmente diferente a la determinada en Tlaxcala
VS 22 B (Fig. No. 12). En el criollo de Haamantla, la ribosa y sacarosa
constituyen la marca predominante cuando se saministra 1-14é-glucosa o
6-;4C-g1ncosa, aunque en este dltimo caso existen algunas diferencims del
perfodo 5-6 horas para ribosa con 1-;4B-glucosa ¥ O=1 horas con,6-14e-
glacosa. En Tlaxcala VS 22 E en cambio, la ribosa dnicamente se mostr§
marocada significativamente cnando se suministré 6-14B-glucoea en el.perfo
do de 5-6 horas.(Fig. No.12).

En la agrupacién de datos (Tablaj] ) se observa una disminucién en la re-
lacién de actividades enzimiticas escutelo/eje embrionario en todas las,
variedades expuestas a la zona de influencia del fendmeno de germinacién
prematara. 1os valores altos de esta relacién parecen correlacionarse con
una ausencia de germinacién prematura y los valores menores a 2.0 parecen
estar sensiblemente asociados con este fendmeno, indicando una suscepti-
bilidad de esas variaciones a la germinacién prematara.

Con respecto a la presencia del inhibidor de glucosa=6-fosfato deshidro-

genasa, el andlisis de todas las diferentes variedades mostré que éste
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solamente se presenta en aguellas variedades de mafz en las que el incre-
mento en la actividad en eje embrionario es saperior al 200%, variedades
con an incremento menor a éste no lo: presentam y muestran sensibilidad a

7
la germinacién prematara (Tabla

), aunque no se descartan factores am=
bientales (temperatura, humedad, interaccién con miororganismos, etc.).
BEstas observaciones deben considerarsg adn de +tipo preliminar, ya que se
refieren a pocas variedades y faltan adn estudios mds amplios qune permi-
tan confirmarlas y darles el peso adecuado del fendmeno de la. germinacién

prematarae.
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